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Las Endotelinas (ETs) forman una familia de péptidos que tienen un potente
efecto vasoconstrictor, mayor que el de cualquier otra sustancia end¿gena hasta ahora
conocida. El primer miembro de esta familia fue aislado y caracterizado por Yanagisawa
y col. (1988a) a partir del medio de cultivo de células del endotelio vascular porcmo.
Algunos años antes de este descubrimiento, ya se había sugerido la existencia de
sustancias de naturaleza peptídica con acción vasoconstrictora que eran producidas por
las células endoteliales (Holden y col., 1983; Hickey y col., 1985), poi~ lo que recibieron
el nombre de Factores Constrictores Derivados del Endotelio (EDCFs). En la actualidad,
sabemos que estos péptidos también son capaces de producir la relajáción del músculo
liso vascular, y de provocar vasodilatación, por lo que en conjunto tienen una función
vasomoduladora. El descubrimiento de estos péptidos contribuyó a apoyar la idea de que
el endotelio vascular no es una simple barrera física entre la sangre y los tejidos, sino que
debe ser considerado un órgano activo, modulador de importantes respuestas
fisiológicas, como es la reacción del músculo liso de los vasos sañguíneos frente a
numerosos factores vasoactivos.
Posteriormente, se ha demostrado que las ETs no sólo están presentes en el
sistema vascular, sino que se localizan y se sintetizan en un gran número de órganos y
tejidos (Nunez y col., 1990), incluidos el sistema nervioso central (Takahashi y coL,
1991a) y los tejidos oculares (McCumber y col., 1989). Sin embargo, a pesar de que en
los últimos años se ha desarrollado una intensísima actividad investigadora en todos los
campos que tienen alguna relación con las ETs y que se ha avanzado eh el conocimiento
de los procesos regulados por estos péptidos, es mejor conocida su implicación en
procesos fisiopatolégicos relacionados con el sistema cardiovascular, y también con
otros órganos y sistemas (Shichiri y col., 1990; Rubanyi y col., 1994)). Una de las
patologías en las que las ETs pueden desempeñar una función de especial importancia es
en la Diabetes Mellitus (DM), ya que se ha demostrado que las fluctuaciones en la
concentración de glucosa (Yamanuchi y col., 1990> y de insulina (Hu y col., 1993),
alteran la síntesis y producción de endotelina-1 (ET-l) por las células endoteliales.
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Puesto que la ET- 1 también se ha revelado como un potente mitógeno para las células de
músculo liso vascular (Hirata y col., 1989), se ha sugerido que estos péptidos podrían
estar involucrados en la etiopatogenia de la aterosclerosis que sufren los pacientes
diabéticos (Takahashi y col., 1990). A su vez, debido a sus propiedades vasoactivas y
mitogénicas así como a su presencia en los tejidos nerviosos, las ETs podrían estar
implicadas en el desarrollo de otras complicaciones asociadas a la DM como la
retinopatía o la neuropatía (Siren y col., 1989; De la Rubia y col., 1992).
La inducción de la DM en ratas mediante la inyección de streptozotocina (STZ)
(Rakieten y col., 1963) es un modelo experimental, ya clásico, que perrbite reproducir en
estos animales algunas de las características de esta patología, y que nos parece muy
adecuado para abordar las posibles interrelaciones entre el sistema de las ETs y las
alteraciones vasculares y neurológicas de la retina en la DM.
1.1. LA FAMILIA DE LAS ENDOTELINAS.
1.1.1 ESTRUCTURA DE LAS ENDOTELINAS.
La familia de las ETs está formada por tres péptidos constituidos por 21
aminoácidos (aa). El primero de éstos, caracterizado por Yanagisawa y col., (1988a)
posee un peso molecular de 2.495 Da y dos puentes disulfuro entre los residuos 1-15 y
3-11 (Fig. 1). Poco tiempo después, el mismo grupo (Yanagisawa y col., 1988b)
identificó, a partir de una genoteca de rata, un segundo miembro de está familia al que se
denominé “endotelina de rata”. Posteriormente, se estableció en tódas las especies
estudiadas la existencia tres péptidos con una elevada homología (In¿ue y col., 1989)
que han pasado a denominarse Endotelina- 1 (ET-1), el caracterizado en primer lugar
(Yanagisawa y col., 1988a), Endotelina-3 (ET-3), el identificado en la rata (Yanagisawa
y coL, 1988b), y un tercer péptido denominado Endotelina-2 (ET-2>, que aparece en
todas las especies estudiadas (Inoue y col., 1989). Saida y col., (1989) caracterizaron en
el ratón la existencia de un homólogo de las ETs, cuya expresión estaba limitada al
intestino, al que denominaron “péptido intestinal vasoconstrictor” (WC).
Posteriormente, se ha comprobado que es homólogo a la ET-2 del resto de las especies
(Bloch y coL, 1991). Existe un gran parecido estructural entre estós péptidos y las
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sarafotoxinas, unas toxinas aisladas del veneno de la serpiente Atractaspis engaddensis
(Kloog y col., 1989a). Todos estos péptidos muestran diez posicione~ idénticas en sus
secuencias (Fig. 1), incluyendo los cuatro residuos de cisteina entre baque se establecen
los puentes disulfuro, que dan lugar a dos anillos de 9 y 8 aa dejando una cola de 6 aa,
con un carácter fuertemente hidrofóbico, en el extremo carboxilo.
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Fig. 1. Secuencia de aminoácidos de los miembros de la familia de las ETs y de las
sarafotoxinas (tomado de Cody y col., 1995).
1.1.2 ESTRUCTURA, EXPRESIÓN Y REGULACIÓN DE LOS
GENES DE LAS ENDOTELINAS.
El análisis de genotecas con fragmentos del gen de la ET- 1 ha puesto de
manifiesto que existen tres genes que codifican péptidos de esta familia en los humanos y
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otros mamíferos (Inoue y coL,1989; Itoh y col., 1988; Kimura y col., 1989>. Los genes
de la ET-l, ET-2 y ET-3 han sido localizados en los cromosomas 6, 1, y 20
respectivamente, en el genoma humano (Arinamiy col., 1991). ¡
El gen de la ET-1 humana, con un tamaño de 6.8 kb, contiene 5 exones y 4
intrones (Inoue y col., 1989) y su expresión está estrechamente regulada por distintos
factores nucleares de transcripción (Lee y col., 1991; Dorfinan y col., 1992). La
expresión de estos genes está controlada en diversos tipos de células por numerosos
factores de crecimiento y citoquinas como trombina, factor de crecimiento transformante
¡3 (TGFB), factor de necrosis tumoral a (TNFa), interleukina 1 (IL- 1), insulina,
angiotensina II (AGII), péptido atrial natriurético (PAN), y bradildniila, así como otros
factores como la tensión de 02 y la presión hidrostática (ver Rubanyi y Polokoff, 1994,
para revisión).
El ARNm de las ETs se expresa en una gran variedad de células y tejidos; en el
caso de la ET-1 y la ET-3, el ARNm se ha localizado prácticamente en todos los órganos
y tejidos corporales, siendo el pulmón el órgano que presenta una máyor expresión de
ET- 1, mientras que la ET-3 se expresa en mayor medida en el tubo digestivo, el riñón, el
cerebro y el pulmón (Nunez y coL, 1990; Sakurai y coL, 1991; Firth: y col., 1992). El
ARNm de la ET-2 presenta una distribución más restringida y se ha detectado en el
intestino delgado, en el grueso, y en menor cantidad en el músculo esquelético, corazón
y estómago (Firth y col., 1992).
1.1.3 BIOSÍNTESIS DE LAS ENDOTELINAS.
En todos los vertebrados, del estudio de la estructura del gen de las ETs se
deduce que estos péptidos, al igual que otros segregados por las células, se originan a
partir de un ARNm precursor que, una vez procesado, es traducido en forma de
preproendotelina (Inoue y col., 1989). Estas preproformas ‘son procesadas
enzimáticamente en tres fases (Fig. 2): en primer lugar, una endopejitidasa rompe los
enlaces peptídicos entre dos pares de aminoácidos básicos (Arg52¶Cys53 y Arg92-
Cys93); a continuación, una carboxipeptidasa elimina secuencialmente los residuos
Arg92 y Lys9 ldel extremo carboxilo-terminal originando la proendotelina, que se
conoce con el nombre de “big-endotelina”; y por último, una enzima especffica
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denominada “enzima convertidora de endotelina” (ECE), rompe el enlLce entre el Trp73
y la Val74 para liberar el péptido maduro, que denominamos ET. Los puntos de
hidrólisis enzimática son los mismos en los tres péptidos (Rubanyi y col., 1994).
1 50 53 90 93 212
PREPROENDOTELINA NH2~ -K-R-~ -COOH
Endopeptidasa
Carboxipeptidas
53 75 90
Big-ENDOTELINA -COOH
(PROENDOTELINA)
NH2~-W-V~
Enzima
convertidora
53 72
ENDOTELINA-1 NH2~ -W-COOH
Fig. 2. Transformación enzinática de la preprofonna para dar ET-1. El procesado de la
prepro-ET-2 y ET-3 esanálogo (tomado de Rubanyi y col., 1994). ¡
El mecanismo de liberación de las ETs no se conoce con claridad; en la mayor
parte de las células productoras parece que no son almacenadas en gránulos de
secreción, puesto que estas estructuras no aparecen en dichas células, y además aquellas
sustancias que activan su producción lo hacen induciendo su transcripción y traducción
(Rubanyi y col., 1994). Sin embargo, en algunos tejidos como la hipófisis posterior
parecen existir gránulos de secreción con estos péptidos (Simonson y col., 1991).
El proceso de maduración del prepropéptido a El tiene una gran importancia
fisiológica ya que la ET-l es 140 veces más potente, como vasoconstrictor, que el
propéptido (Kimura y coL, 1989), y la preproendotelina no tiene dicho efecto (Cade y
col., 1990). Existen al menos dos tipos de ECEs, una presente en el citoplasma celular y
otra asociada a la membrana plasmática (Ohnaka y col., 1990; Sawamura y col., 1990),
E
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que presentan características diferentes en lo que se refiere al pH óptimo, la
termoestabffidad y la susceptibilidad a los inhibidores. La metaloendopeptidasa de
membrana 1 (Ml~4P 1, EC 3.4.24.11), una enzima presente en la memhana plasmática de
una gran variedad de células, llamada también encefalinasa, es capaz de transformar las
“Big-endotelinas” en endotelinas. Sin embargo, se ha señalado que la p~incipal función iii
vivo (Ebihara y col., 1997) de esta última enzima es la de hidrolizar la ET- 1 madura,
haciendo que pierda su capacidad vasoconstrictora. Esta enzima es la’ responsable de la
corta vida media de estos péptidos en el plasma.
1.1.4 PRESENCIA DE LAS ENDOTELINAS EN LOS FLUIDOS
CORPORALES.
Las ETs están presentes en cantidades variables en todos los fluidos corporales
analizados. Mediante radioinmunoanálisis (RitA), se ha detectado la presencia de ET- 1
inmunorreactiva (ET-1-IR), en el plasma humano y de otras especies como rata, cerdo,
conejo y perro (Salto y col., 1989a,b), en concentraciones de rango picomolar. De igual
manera, se ha podido detectar ET-3-IR en el plasma humano (Gulberg y col., 1992) y de
peno (Parker-Botelho y col., 1991>. Así mismo, se ha detectado ET-l-IR y ET-3-IR en
concentraciones superiores a las detectadas en plasma, en la orina (Berbinschi y col.,
1989) y en el liquido cefalorraquideo humano (Hirata y col., 1990; Ando y col., 1991).
También están presentes en el humor acuoso humano (Lepple-Wienhues y col., 1992).
La vida media de estos péptidos en el plasma es muy corta, de aproximadamente
un minuto en la rata (Sirvio y coL, 1990), y se ha demostrado que su degradación se
produce principalmente en el pulmón, aunque también colaboran, en menor medida, el
riñón, el hígado y el corazón (Sirvio y col., 1990). La rápida degradación de las ETs
indica que la acción de estos péptidos, más que endocrina, es de tipo páracrina, y en este
sentido, se ha demostrado que las ETs son segregadas por las células éndoteliales hacia
la pared del vaso y no hacia la luz, para actuar sobre las células de músculo liso que
presentan receptores para estos péptidos (Lovenberg y col., 1990; Abassi y col., 1992).
Además, deben tener una acción autocrina puesto que algunas células secretoras de ET-
1, como las células endoteliales, presentan receptores especfficos (V~gne y coL, 1991;
Ishibasi y coL, 1992) que actúan regulando el funcionamiento de estas células.
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1.2. RECEPTORES DE MEMBRANA DE LAS
ENDOTELINAS.
1.2.1 CARACTERIZACIÓN DE LOS RECEPTORES DE LAS
ENDOTELINAS. AGONISTAS Y ANTAGONISTAS ESPECÍFICOS.
Poco tiempo después del aislamiento y la caracterización de las ETs fue posible
establecer la existencia de sitios de unión, saturables y de alta afinidad, en las membranas
de las células de una gran variedad de tejidos. La unión a estos receptores de membrana
desencadena, de manera similar al mecanismo de acción de otros péptidos activos, su
efecto biológico.
Antes de que se pudiera donar el ADNc de estos receptorés ya habían sido
caracterizados, mediante estudios fannacológicos y fisiológicos, dos tipos de sitios de
unión específicos. Uno de ellos presenta una mayor afinidad por ET-1 y ET-2 que por
ET-3 y ha sido denominado “Receptor de endotelina tipo A” (ETA)~ mientras que un
segundo receptor denominado “Receptor de endotelina tipo B” (ETB), presenta similar
afinidad por los tres péptidos (Masaki y col., 1994).
En el proceso de caracterización de los receptores en los distintos tejidos se han
empleado toda una serie de agonistas y antagonistas de estos re¿eptores que han
permitido determinar, por una parte, el tipo y la proporción de receptores presentes en
los distintos tejidos y, por otra, su actividad fisiológica. Los primer& análogos de las
ETs que se han desarrollado son péptidos que reproducen algunas de ~uscaracterísticas
estructurales pero carecen de otras, lo que les confiere una alta afinidad por uno de los
dos receptores y una baja afinidad por el otro (Cody y col., 1995). Entre los más
frecuentemente utilizados se encuentran el hexapéptido cíclico BQ- 123 y la Sarafotoxina
6c (S6c), que son los dos análogos que hemos empleado en nuestro trábajo. El BQ-123,
es un antagonista especffico del receptor ETA (Eguchi y col., 1992), y la S6c es un
agonista muy selectivo de los receptores ETB (Williams y col., 1991). Actualmente,
gracias a estos y otros análogos de las ETs, los receptores ETA y ETB se clasifican a su
vez en diferentes subtipos dependiendo de su afinidad por los mismos (Zimmermann y
coL, 1998, para revisión).
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Debido a la importante función fisiológica de las ETs, también se han aislado o
diseñado antagonistas no peptídicos de pequeño peso molecular, que pueden ser
administrados oraimente y, por tanto, pueden constituir una herramienta terapéutica en el
tratamiento de aquellas patologías en las que se encuentran implicadas las ETs. Este es el
caso del bosentan, un derivado de las pirimidil-sulfonamidas (Clozel y col., 1993, y
1994), que es un antagonista de los dos tipos de receptores de las ETs y que,
administrado oralmente, es capaz de inhibir su acción vasoconstrictdra (Clozel y col.,
1993). Este compuesto es capaz de prevenir, en varios modelos experimentales, la
vasoconstricción producida por las ETs en situaciones patofisiológicas como el
vasoespasmo cerebral y la isquemia renal (Clozel y col., 1993b). También se ha
demostrado su efecto sobre los vasos humanos (Nilsson y col., 1997), en los que es
capaz de inhibir la acción vasoconstrictora de la ET-1. Estas investigaciones apuntan
hacia el uso de estos antagonistas en diversas patologías vasculares como la
aterosclerosis o la hipertensión. Otro antagonista, que también puede; ser administrado
oralmente, es el PD156707 (Doherthy y col., 1995) que presenta, frente al bosentan, la
ventaja de ser especffico de los receptores ETA, por lo que se ha sugerido que puede ser
especialmente útil en aquellas patologías en las que no interesa bloquear los receptores
Efl (Harland ycoL, 1998).
1.2.2 CLONACIÓN DEL ADNc DE LOS RECEPTORES DE LAS
ENDOTELINAS.
La donación de los ADNc que codifican los dos tipos de receptores de las ETs
fue realizada de forma casi simultánea por dos grupos distintos. Aral y col. (1990)
donaron el ADNc del receptor ETA a partir de una genoteca de pulmón bovino, el
polipéptido codificado posee 427 aa y un peso molecular de 48.516 Da. A su vez,
Sakurai y col. (1990) donaron el receptor Efl a partir de una genoteca de pulmón de
rata, el polipéptido obtenido posee 441 aa y un peso molecular de 46.901 Da.
Posteriormente se han donado los genes de los dos receptores en otros tejidos y especies
(ver Sokolovsky y col., 1992, para revisión), comprobándose que existe una gran
homología entre ambos receptores para una determinada especie, así como entre
diferentes especies para un mismo tipo de receptor.
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Existen abundantes pruebas que apoyan la existencia de un tercer tipo de
receptor, que ha recibido el nombre de “Receptor de endotelina tipo C” (ETC), que
tendría una mayor afinidad por ET-3 que por ET- 1 y por ET-2. Estas pruebas proceden
de estudios farmacológicos que demuestran que la ET-3 provoca respuestas biológicas
con una mayor potencia que los otros isopéptidos; por ejemplo, la ET-3 es más potente
que la ET-l o la ET-2 en la vasoconstricción de la microcirculación hepática (Kurihara y
col., 1992) o en la inhibición de la secreción de la prolactina por la hipófisis (Samson y
col., 1991). A pesar de estos datos, hasta la fecha, no se ha podido donar en ninguna
especie de mamífero un ADNc que codifique un polipéptido que presente el perfil
farmacológico de un receptor ETC. Sin embargo, ¡Carne y col. (1993) han donado, a
partir de melanóforos dérmicos del Xenopus laevis, un ADNc que codifica para un
receptor que manifiesta algunas de las características farmacológicas de un ETC: la ET-3
es 400 veces más eficaz que la ET-1 y que la ET-2 en la estimulación de la dispersión de
los granos de pigmento que contienen estas células. Sin embargo, en estudios de unión
de radioligandos, la ET-3 sólo es 4 veces más potente que la ET- 1 al competir por la
unión de 1251-ET-3 a estos receptores ETC, presentes en los melanóforos de X. Laevis.
1.2.3 ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES DE ENDOTELINA.
El análisis de la secuencia de aa de los receptores de las ETs demuestra que los
tres tipos de receptores donados (Aral y coL, 1990; Sakurai y col., 1990; ¡Carne y col.,
1993) pertenecen a la superfamilia de receptores con siete dominios transmembrana en
a-hélice acoplados a proteínas O heterotriméricas (Bimbaumenr y col., 1990>. Estos
receptores poseen un dominio extracelular amino-terminal, un dominio transmembrana, y
un dominio carboxi-terminai intracelular (Fig. 3).
El dominio amino-terminal está formado por, aproximadamente, 75 residuos
aminoacídicos, dependiendo de la especie estudiada, y es el que presenta mayores
diferencias, en su secuencia de aa, al comparar los tres tipos de receptores (¡Carne y coL,
1993). Este dominio, junto con los bucles extracelulares, está directamente implicado en
la unión al ligando.
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Fig. 3. Estructura del receptor ETA humano. Los aminoácidos están numerados partiendo de
la metionina inicial, aunque los 20 primeros aminoácidos, que corresponden al póptido señal,
no se muestran. Los aminoácidos 140 a 144 (círculos oscuros) constituyen el sitio de unión de
la ET-1. Los aminoácidos 40-76 y 373-380 () son necesarios para la unión de la ET-l. Los
aminoácidos 296-305 y 373-385 (4) están implicados en la transducción de la señal. La
capacidad para discriminar entre sus ligandos reside en la región señalada con la flecha (@>).
(tomado de Adachi y col., 1993).
El dominio transmembrana consiste en siete a-hélices que atraviesan la
membrana, estando conectadas entre sí por tres bucles extracelulares y tres
intracelulares. La secuencia de aa que forma las hélices transmembrana y los bucles que
las conectan, se mantiene bastante constante dentro de la familia de receptores de las
ETs, al igual que en el resto de los miembros de esta superfamilia, ya que está implicada
en la internalización del ligando y en la unión con la proteína G (Franke y col.,1990).
El dominio carboxi-terminal es intracelular y también presenta diferencias
importantes en su secuencia entre los tres receptores de las ETs. Este dominio está
implicado en la unión del receptor a la bicapa lipídica de la membrana, y se ha
demostrado que es esencial para un conecto reconocimiento del ligando por el receptor,
a la vez que presenta sitios de fosforilación que son muy importantes para la regulación
de la actividad de estos receptores (Adachi y col., 1992).
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1.2.4 ESTRUCTURA DE LOS GENES DE LOS RECEPTORES DE
ENDOTELINA Y REGULACIÓN DE SU EXPRESIÓN.
Los genes humanos de los receptores ETA y ETB han sido donados y
caracterizados (Hosoda y col., 1992; Aral y col., 1993). El gen del receptor A está
situado en el cromosoma 4, tiene 40 kb, y presenta 8 exones y 7 intrones. El gen del
receptor B está situado en el cromosoma 13, tiene 24 Kb, y presenta 7 exones y 6
intrones. Pese a que el gen del ETA tiene un intrón más que el del ETB en la región 5’,
ambos genes conservan los mismos sitios para el procesamiento postranscripcional, lo
que sugiere un origen evolutivo común (Aral y col., 1993; Rubanyi y col., 1994).
La expresión de los genes de los receptores de las ETs está estrechamente
regulada por la presencia de sus ligandos. Se ha demostrado que el tratamiento con ET-1
provoca una disminución en la densidad de sitios de unión para este péptido
(downregulation> en numerosos tipos de células, como las células de músculo liso
vascular (Hirata, 1988> y los astrocitos (Ehrenreich y col., 1993>. También se ha
demostrado que la ET-3 tiene un efecto parecido en las células de osteosarcoma (Sakurai
y col., 1992). Existen otros factores capaces de alterar la producción de estos receptores.
Así, el fosforamidón, un inhibidor de la ECE, y que por tanto disminuye la producción de
ET- 1, incrementa el número de receptores de ET- 1 (Clozel y col., 1993a), mientras que
los ésteres de forbol, a través de la activación de la proteína kinasa C (PKC) disminuyen
la expresión de estos receptores (Resink y coL, 1990).
1.2.5 AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE LOS RECEPTORES
DE ENDOTELINA.
Utilizando técnicas de unión covai.ente de afinidad (cross-lixidng) y posterior
electroforesis en geles de poliacrilaniÁda ha sido posible caracterizar los sitios de unión de
las ETs en las membranas celulares. En todos los tejidos estudiados (Ambar y col., 1990;
Schvartz y coL, 1990, 1991; de Juan y coL, 1993), con este tipo de experimentos, se
obtienen dos bandas que corresponden a un peso molecular de, aprox$nadamente, 30 y
50 KDa. Experimentos posteriores en los que se utilizaron inhibidores de la proteolisis,
permitieron demostrar que la banda de menor peso molecular corresponde a un producto
12
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de degradación de la banda de 50 KDa (Kozuka y col., 1991). Por tanto, y puesto que no
existe evidencia de que a partir de los genes de los receptores de estos péptidos pueda
traducirse una proteína con un peso molecular de entre 30 y 35 KDa, los polipéptidos
caracterizados en los experimentos de unión covalente de afinidad que presentan pesos
moleculares de esta magnitud, se corresponden con productos de degradación de dichos
receptores, que son fácilmente hidrolizables en su extremo amino-terminal (Salto y col
1991).
Por otra parte, Nakajo y col. (1990) consiguieron solubilizar, utilizando una
mezcla de detergentes en condiciones poco agresivas, una forma no désnaturalizada del
receptor con un peso molecular de 340 KDa, lo que indica que en las membranas los
receptores de ETs deben encontrarse formando agregados con otros polipéptidos.
1.2.6 MECANISMOS DE TRANSDUCCIÓN DE LA SEÑAL.
Las rutas de señalización intracelular activadas por la unión de las ETs a sus
receptores (Fig. 4) han sido estudiadas en diversos tipos celulares, comd en las células de
músculo liso vascular (Hirata y col., 1988), en células endoteliales (Warner y col., 1992),
en células mesangiales de glomérulo renal (Simonson y col., 1990) y en astrocitos
(Cazaubon y coL, 1993).
En la mayor parte de los tejidos, la unión de las ETs a sus receptores activa la
fosfolipasa C (PLC). Existen evidencias de que este mecanismo de transducción es
dependiente de una proteína Gq (Reynols y col., 1989; Warner y col., 1992). La
activación de la PLC, que se produce de forma rápida y transitoria al tratar las células
con ETs, genera diacilglicerol (DAG), e inositoltrisfosfato (11>3) mediante la hidrólisis de
fosfoinosítidos de membrana. El DAG, desde la membrana plasmática, activa la PKC,
que es capaz de fosforilar numerosos sustratos dentro de la célula, mientras que el 1P3 se
une a receptores presentes en la membrana del retículo endoplísmico abriendo canales
para el calcio, que permiten la liberación de este ion dentro del citoplasma, desde estos
reservorios intracelulares.
Las ETs también son capaces de inducir la entrada de Ca2 extracelular en las
células, mediante la activación de canales de Ca2 presentes en la membrana plasmática
(Yanagisawa y col.; 1988a>. El Ca2~ es el mensajero intracelular que media en la mayor
13
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parte de los procesos celulares desencadenados por las ETs, incluyendo la contracción de
las células musculares y la síntesis de óxido nítrico (NO> (De Nucci y col., 1988). El NO,
un gas capaz de atravesar las membranas celulares, es producido a partir del aa L-
Arginina, por la óxido-nítrico sintasa (NOS), enzima de la que existen tres isoformas
(Kuo y col., 1995). Una de estas isoformas es expresada por las células nerviosas
(nNOS) y aparece en forma soluble en el citoplasma celular, otra es expresada por las
células endoteliales (eNOS) y, en su forma activa, se encuentra unida a las membranas
celulares, ambas isoformas se activan por la unión a Ca2tcajrnodulina. La tercera
(iNOS), es una enzima inducible, a diferencia de las dos anteriores que son constitutivas,
y se expresa en distintos tipos de células, en respuesta a diversos factores de crecimiento
y ciertas toxinas, en procesos relacionados con la infección e hifiamación de los tejidos.
Al tratarse de una sustancia difusible, el NO producido por una célula, puede actuar
sobre otras que se encuentren próximas, siendo de esta manera como ejerce su función
vasorreguladora, así el NO producido por las células endoteliales difunde hasta las
células del músculo liso vascular provocando su relajación (Kuo y col., 1995). El
incremento de la concentración de Ca 2+ intracelular también es responsable de la
activación del dominio tirosina-quinasa de receptores de membrana que inician la cascada
de señalización intracelular dependiente de la fosforilación de proteínas en residuos de
tirosina que provocan las ETs (Cazaubon y col., 1993, Iwasaki y col., 1999>.
Por otra parte, la unión de las ETs a su receptor provoca la alcalinización del
citoplasma celular, mediante un mecanismo estimulado por la PKC, que activa el
intercambio de iones H~ y Na + con el exterior de la célula a través de la membrana
(Gardner y col., 1989).
Otro sistema de transducción de la señal que las ETs desencadenan en las células
del músculo liso vascular (Reynols y col., 1989; Abdel Latif y col., 1991) y en las células
mesangiales (Simonson y coL, 1990), es el producido por la activación de la fosfolipasa
A
2, bien directamente a través de una proteína G o indirectamente debido al aumento del
Ca
2t produciendo la liberación de tromboxano A
2 (TXA2> y prostaciclina (PCI2).
También ha podido demostrarse que los receptores de ETs al unirse a sus
ligandos pueden interaccionar con otros tipos de proteína O, distintos de los que
intervienen en la ruta de la PLC, induciendo en unos casos, e inhibiendo en otros, la
formación de AMPc, un segundo mensajero que media en algunas de las reacciones de
las células en respuesta a las ETs (Eguchi y col., 1992).
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x
Contracción
Fig. 4. Representación esquemática de las rutas de transducción de la seflal tras las activación
de los receptores de membrana de las ETs. (DAG) diacilglicerol, (El’) endotelina, (1P3)
inositoltrisfosfato, (NO) óxido nítrico, (NOS) óxido nítrico sintasa, (PGI2) prostaciclina, (NCC)
proteína kinasa C, (PLA2) fosfolipasa A2, (PLC) fosfolipasa C, (PLD) fosfolipasa D; (TXA2)
tromboxano A2 (modificado de Rnbanyi y col., 1994).
Las cascadas de señalización intracelular activadas por las ETs no sólo dan lugar
a respuestas inmediatas, como la contracción del músculo liso vascular, sino que también
regulan la expresión de diversos genes originando respuestas celulares de más larga
duración. Así, se ha demostrado que las ETs activan la transcripción de los genes de la
farnhiafos yjun (Simonson y col., 1992), que codifican proteínas que son fhctores de
transcripción, y activan la expresión de numerosos genes celulares, entre los que se
encuentran los de algunos ñctores de crecimiento (Ladenhein y col., 1993). De esta
manera, las ETs estimulan la síntesis de ION y la proliferación de varios tipos celulares
(Komuro y col., 1998), aunque su actividad mitogénica necesita, o es potenciada, por
varios factores de crecimiento como el fkctor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDCiF) (Janakidevi y col., 1992), o la insulina
(Lonchampt y col., 1991).
NOS NO
L-C¡trulina
L-Arglnlm
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1.3. EFECTOS FISIOLÓGICOS DE LAS ENDOTELINAS.
A pesar de que fueron aisladas y caracterizadas gracias a sus importantes
propiedades vasoactivas, las ETs presentan además otros efectos fisiológicos y se
encuentran presentes en todos los sistemas y órganos estudiados.
1.3.1 SISTEMA VASCULAR
La inyección intravenosa de ET-l provoca una rápida y pasajera vasodilatación,
seguida de una potente y dundera vasoconstricción, mayor que la producida por ningún
otro péptido endógeno aislado hasta ahora. La vasodilatación es debida a la activación de
los receptores ETB, presentes en las células endoteliales, que provocan la liberación de
factores vasorrelajantes como P012 y óxido nítrico (Yanagisawa y col., 1988b, De Nucci
y col., 1988). La vasoconstricción, es producida por la unión de la ET- 1 a los receptores
ETA presentes en las células de músculo liso vascular, que se contraen en respuesta a]
mcremento de la concentración de Ca
2~ intracelular (King y col., 1989). Se ha
demostrado, usando análogos específicos, que la activación de receptores Efl también
provoca vasoconstricción en algunos tipos de vasos (Webb y col., 1995).
Las ETs manifiestan un poderoso efecto sobre los vasos de pequefio calibre. En
los capilares, vénulas y arteriolas, la ET-1 ejerce un potente efecto vasoconstrictor,
mayor que el de la ET-3, indicando que es el receptor ETA, principalmente, el mediador
de dicha respuesta (Deng y col., 1991). Sin embargo, se ha descrito la existencia de
microvasos en los que ET-l y ET-3 son equipotentes (Takaori y col., 1992), e incluso en
algunos casos la ET-3 presenta un mayor efecto vasoconstrictor que la ET-l, lo que
sugiere la presencia de receptores tipo ETC (Kurihara y col., 1992). De acuerdo con
estos resultados, estudios ti vfrro demuestran que las células endoteliales de los capilares
segregan ET-l, provocando la contracción, así como la proliferación de los pericitos
asociados, que presentan receptores de alta afinidad por la ET-l (Takahashi y col., 1989;
Frelin y col., 1992). La inyección intravenosa de ET-l produce el aumento de la
permeabilidad de los vasos en numerosos órganos (Filep y col., 1991), aunque este
efecto no parece ser debido a una actuación directa de la ET-l sobre la pared vascular,
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sino que es mediado por otros factores, como el factor activante & plaquetas (PAF)
(Filep y col., 1991), o el péptido atrial natriurético (PAN) (Valentin y col., 1992), cuya
producción es modulada por las ETs.
1.3.2 SISTEMA NERVIOSO.
Numerosos trabajos demuestran que las ETs están presentes en el sistema
nervioso de los mamíferos, en el que desempeñan funciones importantes. El ARNm de la
ET-1 ha sido localizado en el encéfalo humano y de otras especies (Lee y col., 1990>, en
neuronas de la médula espinal humanas (Giaid y col., 1989) y en distintos tipos de células
gliales de la rata (McCumber y col., 1990). Por otra parte, se ha detectado ET-1-IR y
ET-3-IIR en la corteza cerebral humana (Fernández-Durango y col., 1994) y en el liquido
cefalorraquideo (Ando y col., 1991). Además, están presentes en el hipotálamo desde
donde son transportadas hasta la hipófisis posterior para su liberación (Simonson y col.,
1991). En lo que se refiere a los receptores, tanto el ETA como el ETB, están presentes
en el tejido neural de las distintas regiones del encéfalo y la médula espinal (Jones y col.,
1991; Fernández-Durango y col., 1994), y en los ganglios del sistema nervioso periférico
(Giaid y col., 1989>.
Las ETs regulan la circulación en los vasos sanguíneos que irrigan el sistema
nervioso (Siren y col., 1989>, y se ha demostrado que ejercen una acción
vasoconstrictora al actuar sobre sus receptores ETA y una acción vasorrelajante
actuando sobre los receptores Efl en los vasos cerebrales humanos (Nilsson y col.,
1997). Las ETs funcionan como neuropéptidos en el sistema nervioso. Uno de sus
efectos sobre el sistema nervioso central es la modulación de la secreción de algunas de
las hormonas del eje hipotálamo-hipofisario. La ET-l (Stojilkovic y col, 1990) y la ET-3
(Samson y col., 1991> estimulan, en la rata, la secreción de gonadotropinas desde la
parte anterior de la hipófisis y la liberación de la vasopresina desde el hipotálamo
(Shichiri y coL, 1989>. Además, de forma selectiva, la ET-3 inhibe la liberación de
prolactina en cultivos de células hipofisarias de rata (Samson y col., 1990>. También se
ha descrito la acción despolarizante de las ETs en las neuronas de la médula espinal de
rata (Yoshizawa y col., 1989). En el sistema nervioso periférico, inhiben la secreción de
neurotransmisores en las terminales simpáticas (Nalcamura y col., 1989>, y también
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activan la secreción de acetilcolina en las neuronas parasimpáticas, a la vez que potencian
la contracción del músculo liso intestinal inducido por las terminales parasimpáticas
(Wiklund y col., 1989). Las células gliales también son sensibles a las ETs. Los cultivos
de astrocitos producen ET-1 y además presentan los dos tipos de receptores de estas
hormonas (Ehrenreich y col., 1991>; también se ha demostrado que las ETs tienen un
efecto mitogénico sobre estas células (McCumber y col., 1990; Battistini y col., 1993>,
actuando sobre los receptores ETA (Hama y col., 1992).
1.3.3 OTROS ÓRGANOS Y SISTEMAS.
A parte de sus efectos vasoactivos y neuromoduladores las ETs tienen una gran
importancia en la regulación de otros muchos sistemas corporales.
En el riñón, además de reducir intensamente el flujo sangúffleo mediante la
vasoconstricción de los vasos renales (Goetz y col., 1988), provocan una reducción de la
tasa de filtración glomerular y de la excreción de NC (Miller y col., 1989). Sin embargo,
se ha demostrado que la infusión sistémica de ET-l provoca un aumento en el volumen
de orina, que es debido a una reducción en la reabsorción de agua en el túbulo de las
nefronas (Goetz y col., 1988). Por otra parte, la ET-l activa las cascadas de señalización
intracelular en las células mesangiales del glomérulo (Simonson y coL, 1990)
produciendo su contracción, a la vez que tiene una acción mitogénica sobre estas células
en cultivo (Badrycol., 1989).
La ETs también desempeñan una importante función en la regulación de diversos
sistemas hormonales. Por ejemplo, aumentan los niveles circulantes del péptido atrial
natriurético (PAN), de la renina, de la aldosterona, y de las catecolanainas (Goetz y col.,
1988; Miller y col., 1989). También son secretadas por el tiroides que además presenta
receptores para estos péptidos (Tseng y col., 1993). En los acinos del páncreas humano,
se han detectado los dos tipos de receptores, aunque todavía no se ha determinado que
función puedan tener (Hildebrand y coL, 1993).
Las ETs ejercen una acción mitogénica sobre diversos tipos de ¿élulas en cultivo,
como las células de músculo liso vascular, los pericitos vasculares, las células
mesangiales del glomérulo, los fibroblastos o las células gliales (McCumber y col, 1990;
Eguchi y coL, 1992; Yamagishi y coL, 1993). Su acción mitogénica, mediada principalmente
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por el receptor ETA, se ve incrementada cuando actúan en combinación con otros factores de
crecimiento como: el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDCIF) y el factor de crecimiento transformante 13 (TGFjB), por lo que
se ha sugerido que las ETs pueden actuar regulando la actividad de estos factores de
crecimiento, más que como agentes mitogénicos en sí (ver Battistini y col., 1993, para
revisión).
Por otra parte, las ETs tienen una importante función organogenética que se ha
mvestigado mediante el desarrollo de ratones transgénicos deficientes en el gen de las ETs y
sus receptores. Los ratones deficientes para el gen de la ET- 1 presentan un desarrollo
anormal de los tejidos craneofaciales, así como disfunciones cardiovasculares (Kurihara y
coL, 1994). Recientemente, en ratones deficientes para el gen del receptor ETA, se ha
comprobado que la ET-1 actúa sobre estos receptores para controlar él desarrollo de los
tejidos craneofacia]es (Clouthier y coL, 1998). En los ratones con defectos en el gen de la ET-
3 (Baynash y col, 1994) o del receptor tipo B (Hosoda y col., 1994), se producen anomalías
en células derivadas de lacresta neural, como las neuronas de los ganglios mioentéricos, o los
melanocitos epidérmicos (Baynash y coL, 1994; Hosoda y coL, 1994) a la vez que sugiere
que la ET-3 es el ligando natural del receptor ETB durante eldesarrollo.
1.4. ENDOTELINAS Y OJO.
Las ETs tienen importantes funciones en el ojo, ya que se ha descrito su
implicación en diversos procesos fisiológicos y tisiopatológicos en este órgano.
1.4.1 ESTRUCTURA GENERAL DEL OJO.
El ojo es un órgano fotorreceptor con forma esferoidal (Fig. 5>. La pared del
globo ocular está constituida por una capa corneoescleral externa, una capa media
denominada úvea y una capa interna llamada retina.
La capa corneoescleral se subdivide en una región anterior y transparente,
denominada córnea, que permite el paso de la luz al interior de la estructura ocular, y la
esclera, blanquecina y opaca, que protege las delicadas estructuras intraoculares y sirve
de armazón para mantener la forma y consistencia del globo ocular.
19
INTRODUCCIÓN
La capa media o úvea está constituida por la coroides, el cuerpo ciliar y el iris. La
coroides es la porción vascular de la úvea y está situada rodeando a la retina. La coroides
se continua, en la parte anterior del globo ocular, con el cuerpo ciliar cuya principal
función es controlar el diámetro y la forma del cristalino, que se encarga de dirigir y
enfocarla luz hacia la retina. La porción anterior de la úvea es el iris, una delgada lámina
de tejido que se continúa con el cuerpo ciliar y que presenta una abertura central, la
pupila, cuyo diámetro puede ser variado gradas a la presencia de células contráctiles, y
que, por tanto, funciona como un diafragma.
Conducto de
Conjuntjva
bulbar
- M.recto
interno
Pig. 5. Esquema de un corte meridional horizontal a través del ojo derecho (tomado de
Fawcet, 1988).
La retina contiene células fotorreceptoras que captan la luz, transformándola en
un impulso nervioso. Una cadena de neuronas de la propia retina transmite el impulso
generado hacia el nervio óptico. El disco óptico, papila, o punto ciego es el lugar de la
retma por el que salen del ojo las fibras del nervio óptico. En el polo posterior del ojo,
coincidiendo con el eje visual, en la retina aparece una depresión en forma de embudo
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que se denomina fóvea central o mácula. En este lugar, las capas más internas de la retina
se encuentran desplazadas lateralmente, por lo que la luz llega directamente a los
fotorreceptores. Es la porción de la retina que proporciona mayor agudeza visual.
La cavidad interna del globo ocular puede ser dividida en una cámara anterior,
una posterior y una cavidad del vítreo. Cada una de ellas está relleña por un material
transparente, que además contribuye al mantenimiento de la forma y consistencia del ojo.
Las cámaras anterior y posterior están conectadas por el orificio pupilar y contienen el
denominado humor acuoso, que circula y provee de nutrientes a las estructuras
anteriores del ojo. La cavidad vitrea, separada de la cámara posterior por el cristalino y el
cuerpo ciliar, se encuentra rellena por un gel transparente y viscoso denominado humor
vítreo, que actúa como un soporte estructural para la parte posterior del ojo.
1.4.2 SÍNTESIS Y LOCALIZACIÓN DE LAS ENDOTELINAS EN
EL OJO.
Las ETs están presentes en los distintos tejidos oculares, McCumber y col.
(1989) detectaron, mediante hibridación iii situ, el ARNm de estos péptidos en la córnea,
la coroides y la retina de rata. Los mismos autores (McCumber y col., 1990) detectaron
la presencia de ET-l-IR y ET-3-IR en el iris, la coroides, la retina y el cuerpo ciliar de
conejo. Chakravarthy y col, en 1994, mostraron la existencia de ET-1~IR y ET-3-IR en
todos los tejidos oculares humanos, de rata y de cerdo, excepto en la córnea, la cual no
contiene ET-3-IR. La concentración de ET-3-IR es significativamente mayor que la ET-
1-IR en todos los tejidos del ojo, encontrándose los niveles más altos de ET-3-IR en la
coroides. Nuestro grupo ha demostrado la presencia de ET- 1-IR y ET-3-IR en la retina
de rata (De Juan y col., 1993; 1995), siendo mayor la concentración de ET-3-JR que la
de ET-l-IR. También se ha detectado ET-1-IR en el humor acuoso humano, a una
concentración superior a la de la sangre (Lepple-Wienhues y col., 1992). Igualmente, se
ha comprobado que en cultivos de células endoteliales de los microvasos de la retina se
produce ET-1 (Takahashi y col., 1989>. Utilizando técnicas de inmunohistoquñnica
Wollesak y col. (1998>, han localizado ET-1-IR en los vasos de la reúna y en el nervio
óptico, pero no en la retina neural. Sin embargo, Sitt y col. (1996) han descrito la
presencia de ET-1-IR y ET-3-IR en la capa plexiforme externa y en la capa de
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fotorreceptores de la reúna humana y de rata. Estos resultados demuestran que las ETs
están presentes en el ojo, y sugieren que estos péptidos pueden tener un doble origen,
por una parte pueden acceder al ojo mediante la circulación oftálmica, y por otra pueden
ser sintetizadas por las células de los distintos tejidos oculares.
1.4.3 LOCALIZACIÓN DE LOS RECEPTORES DE LAS
ENDOTELINAS EN EL OJO.
Existe abundante bibliografía que demuestra la existencia de los receptores de las
ETs en el ojo. Koseki y col. en 1989 detectaron, utilizando técnicas dé autorradiografía,
receptores de El en epitelio corneal, iris, cuerpo ciliar, coroides y retina de rata. Nuestro
grupo ha caracterizado la presencia de los dos tipos de receptores de ETs, mediante
técnicas de unión de radioligandos utilizando análogos específicos, en membranas de la
retina neural (De Juan y col., 1993; 1995> y en los procesos ciliares (Rípodas y coL,
1998) de la rata. Utilizando técnicas de autorradiografía, McCumber y col. (1994), han
localizado los receptores de estos péptidos en las distintas capas de la reúna y en la
coroides, tanto en el ojo humano como en el de conejo, y han demostrado que el
receptor ETA es el más abundante en los vasos retinianos y de la coroides, mientras que
los receptores ETB aparecen, en su mayoría, sobre las neuronas y células gliales de la
retma. De acuerdo con estos resultados, se ha caracterizado la presencia de receptores de
ET- 1 en cultivos de células endoteliales de los microvasos de la retina bovina (Takahashi
y col., 1989), al igual que en los pericitos retinianos, en los que los receptores son
abundantes y en su mayoría de tipo ETA (Ramarchandan y coL, 1993).
1.4.4 ACTIVIDAD DE LAS ENDOTELINAS EN EL OJO.
Las ETs se han relacionado con varios procesos fisiológicos en el ojo. Los
primeros trabajos realizados para determinar el efecto que las ETs tenían sobre la
fisiología ocular (McCumber y col., 1991), ya mostraron que estos péptidos producían
una amplia gama de respuestas en este órgano. La inyección intravitreal de El- 1 y ET-3
produce un prolongado descenso de la presión intraocular (Pb), así como contracción
del músculo liso de los vasos de la retina, de los procesos ciliares, y del iris en el conejo
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(McCumber y col., 1991). Estudios posteriores, sin embargo, muestran un patrón más
complejo en el efecto de estos péptidos sobre la PIO; así, Taniguchi y col. (1994)
encontraron una respuesta bifásica a la administración intravitreal de ET- 1 en el conejo,
la respuesta comienza con un incremento seguido de una disminución prolongada en la
Pío.
Las ETs también actúan sobre el diámetro de la pupila; in vitro producen la
contracción de la pupila del conejo, sin embargo iii vivo provocan la dilatación de la
pupila. La ET-3 además, inhibe la respuesta de la pupila a la luz (McCumber y col.,
1991).
Los estudios en cultivos celulares demuestran que la ET- 1 liberada por las células
del endotelio vascular provocan la contracción de los pericitos y su proliferación
(Yamagishi y col., 1993). Igualmente, este efecto se ha podido observar en los pericitos
de los vasos de la retina (Chakravarthy y col., 1992), cuya contracción y proliferación es
estimulada por la ET- 1 actuando sobre los receptores ETA. Por otra parte, se ha
demostrado, itt vitro e itt vivo, que la El- 1 y, en menor medida, la ET-3 producen
vasoconstricción de los vasos de la retina de rata y conejo, y mediante el uso de análogos
especfficos se ha determinado que es el receptor ETA el responsable de la disminución
del calibre de los vasos (Takei y col., 1993; Burseil y col., 1995). Al igual que en otros
vasos, los vasos de la retina manifiestan una respuesta inicial de relajación, previa a la
vasoconstricción, frente a las ETs (Burseil y col., 1995); esta respuesta es mediada por el
receptor ETB, situado en las células endoteliales, que produce la liberación de NO y
POE (Namiki y col., 1992>.
1.5. LAS ENDOTELINAS Y LA DIABETES.
Diversos estudios apuntan la posibilidad de que las ETs puedan estar implicadas
en el desarrollo de las complicaciones asociadas a la DM. Algunos trabajos muestran que
los niveles de ET- 1 en plasma están incrementados en pacientes diabéticos (Takahashi y
col., 1990), así como en ratas con diabetes inducida con SIZ (Takeda y col., 1991>. De
acuerdo con estos resultados, se ha comprobado que las arterias mesentéricas aisladas de
ratas diabéticas tienen una producción basal de El- 1 significativamente mayor que las
aisladas de ratas controles (Takeda y col., 1991). Por el contrario, existen otros estudios
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en los que no se detecta ese incremento, ni en humanos (Predel y col., 1990) ni en ratas
(Takahashi y col., 1991b>. Algunos autores relacionan el incremento de la ET-l
t
plasmática con la severidad de las alteraciones producidas por la DM, por ejemplo se ha
encontrado una correlación positiva entre la ET- 1 en plasma y el nivel de albuminuria
(como marcador del daño renal), la hipertensión (Haak y col., 1992>, o la retinopatía
(Kawamura y col., 1992). También, nuestro equipo de trabajo, ha demostrado que en
pacientes con DM tipo II que sufren aterosclerosis, los niveles de ET-1 plasmática se
encuentran elevados, por lo que la ET-l podría ser un marcador del daño endotelial
(Patino y coL, 1994).
La glucosa altera la secreción de ST- 1 por las células endot¿liaies, ya que en
cultivos de células endoteliales de aorta porcina, altas concentraciones de glucosa
disminuyen la producción de ET-1 (Hattori y coL, 1991), mientras que concentraciones
ligeramente inferiores incrementan la secreción de ET- 1 en cultivos de células
endoteliales de aorta bovina y de células mesangiales de glomérulo (Yamanuchi y col.,
1990).
Por otra parte, la insulina estimula la producción de ET- 1 en cultivos de células
endoteliales de aorta porcina (Hattori y col., 1991), a la vez que incrementa la expresión
del ARNm de la ET-l en cultivos de células endoteliales de aorta bovina (Oliver y col.,
1991). Sin embargo, estudios itt vivo han demostrado que el tratamiento con insulina
reduce el efecto vasoconstrictor de la ET- 1 sobre la circulación renal, atenuando la
respuesta de las células de músculo liso vascular al Ca2~ intracelular (Inishi y col., 1994),
y corrige en parte la sobreexpresión del ARNm de la ET-1 en el glomérulo (Fukui y coL,
1993> de ratas con diabetes experimental.
La densidad de receptores de las ETs se encuentra alterada en los tejidos de
animales con diabetes experimental inducida con STZ. Las membranas de corazón de
ratas diabéticas presentan una menor densidad de receptores de ST- 1, a los tres d~s de
la inducción de la diabetes con STZ, que las membranas procedentes de ratas controles
(Nayler y col., 1989). Por el contrario, en membranas procedentes de la próstata de ratas
que se mantuvieron diabéticas ocho semanas se produce un aumento en la densidad de
los receptores de ET-1 (Salto y col., 1996a), aunque la proporción de receptores
ETA/ETB, determinada usando análogos especfficos, se mantiene cofistante en ambos
grupos de animales. En el riñón, en las membranas de los vasa deferens de ratas
diabéticas también se produce un incremento de la densidad de sitios de unión de ET-1,
24
INTRODUCCIÓN
respecto del grupo control. Este aumento, es corregido con el tratamiento con insulina
(Salto y col., 1996b).
Estos receptores, deben regular importantes procesos durante el desarrollo de las
alteraciones asociadas a la diabetes, pues, como han demostrado Nalcamura y col.
(1996>, la sobrecxpresión de diversos factores de crecimiento y de proteínas de la matriz
extracelular, que se produce durante la diabetes en el riñón, es bloqueada por un
inhibidor selectivo del receptor ETA. También el bloqueo de ambos -receptores de las
ETs con un antagonista no selectivo previene la proteinuria asociada a la nefropatía
diabética en la rata (Benigni y col., 1998>.
Por último, el efecto fisiológico de las ETs en diversos tejidos se ve alterado
como consecuencia de la diabetes experimental; así, en respuesta a la ET- 1, en las ratas
diabéticas disminuye la contracción de la arteria aorta (Fulton y col., 1991), desciende el
flujo sanguíneo en el nervio óptico (Kihara y col., 1995) y en los glomérulos renales
(Awazu y col., 1991>, se produce un incremento de la deposición de matriz extracelular
en la médula renal, o la pérdida de la autorregulación del flujo sanguíneo en los capilares
glomerulares (Benigni y col., 1998).
El incremento de la secreción de las ETs, unido a un cambio en el número de sus
receptores, junto con la relevante función que esta hormona desempeña en la regulación
de distintos procesos fisiológicos, hacen que estos péptidos sean buenos candidatos
como mediadores en el desarrollo de las complicaciones asociadas a la DM, tales como
la retinopatín, la neuropatía, la nefropatía y las alteraciones macrovasculares.
1.6. LAS ENDOTELINAS Y LA RETINOPATIA
DIABÉTICA.
1.6.1 ORGANIZACIÓN DE LA RETINA Y RETINOPATÍA
DIABÉTICA.
La reúna es un tejido que cubre la cara interna de los dos tercios posteriores del
globo ocular. Está formada por varias capas de tejido neuronal íntimamente adherido a
una monocapa de células epiteliales pigmentarias (Fig. 6>. ¡
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¿ Membrana limitante interna
Fibras del nervio óptico
Capa celular ganglionar
Capaplexifonre interna
Cape nuclear interna
Capa plexiforme externa
- Cepa nuclear externa
Membrana limitante externa
---Cono
Bastón
Células fotorreceptoras
pigmentarías
Fig. 6. Dibujo esquemático de las capas de la reúna humana (tomado de Wheater y col., en
Histología Funcional, 1987).
En la retina existen tres tipos de células: las células del epitelio pigmentario, las
neuronas y las células de soporte o neurogliales. Histológicamente se suelen distinguir
diez capas en la retina. La más externa es la capa de células pigmentarias, que limita con
la coroides. La siguiente capa es la de conos y bastones, los fotorreceptores. Una
delgada lámina, llamada membrana limitante externa, separa los fotorreceptores de una
densa capa de núcleos denominada capa de núcleos externa, que contiene los cuerpos
celulares de los conos y bastones. A continuación aparece la capa plexiforme externa
donde se sitúan las conexiones sinápticas entre los cortos axones de las células
fotorreceptoras y las fibras de las neuronas de conexión (células bipolares, células
amacrinas y células horizontales>, cuyos cuerpos celulares forman la llamada capa de
núcleos interna. La siguiente es la capa plexiforme interna, donde las células de conexión
hacen sinapsis con las dendritas de neuronas cuyos cuerpos celulares forman la capa de
células ganglionares y cuyos axones se dirigen hacia el nervio óptico, formando la capa
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de fibras del nervio óptico. Finalmente la membrana limitante interna separa a la retina
del humor vítreo. La distribución de los vasos en la retina es diferente en las distintas
especies de animales de investigación. En algunas, como la rata, el cerdo, el ratón, o el
mono, existe una densa red de vasos sanguíneos en las capas más internas de la retina,
mientras que el cobaya no presenta vasos en el interior de la retina. Un caso intermedio
es el conejo que sólo posee vasos en la superficie interna de la retina. En la retina
humana, la capa plexiforme externa, la capa de núcleos externa, y la capa de
fotorreceptores carecen de vasos sanguíneos. Esta porción de la retina se abastece de
capilares de la coroides. Los nutrientes atraviesan el epitelio pigmentario y penetran en
los espacios intercelulares de la retina neural externa. Las capas internas de la retina se
alimentan de los vasos retinianos, procedentes de la arteria retiniana central que penetra
en el globo ocular acompañando al nervio óptico. El entramado capilai derivado de este
origen se encuentra en la capa de fibras del nervio óptico y en la capa plexiforme interna,
y los vasos penetran hasta la capa de núcleos interna (Engerman y col., 1982; Anderson y
col., 1995).
La retina es un tejido con una gran actividad metabólica y, por este motivo, es
muy sensible a las disminuciones en el aporte de oxígeno, que provocan en este tejido
una acusada alteración funcional. La hipoxia crónica que se produce en algunas
patologías como la DM, a consecuencia de la disminución del flujo sanguíneo,
desencadena en el ojo y en otros órganos una reacción compensatoria que lleva a la
formación de nuevos vasos o angiogénesis. Este mecanismo, que trata de amortiguar los
daños funcionales que se producen en el tejido, lejos de solucionar el problema, da lugar
en la retina de los individuos diabéticos a una serie de procesos patológicos que
constituyen la denominada retinopatía diabética (Guyton, 1989).
En pacientes diabéticos, a partir del momento en que comienzan a observarse
anomalías retinianas, la retinopatía diabética evoluciona en dos fases, én función de las
lesiones que pueden observarse en la retina. La primera de estas fases se denornina
retinopatía diabética no proliferativa y, como describen Mello y col. (1996), las
manifestaciones iniciales de esta patología están relacionadas con una alteración del tono
vascular, lo que provoca cambios en el flujo sanguíneo en la retina. Numerosos estudios
demuestran que, incluso en los estadios más tempranos de la retinopatía diabética, el
flujo sanguíneo retiniano disminuye, aunque otros estudios no detectan ningún cambio
(Mello y coL, 1996>. En contraste, la mayoría de los trabajos publicados coinciden en
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que la autorregulación del flujo sanguíneo en la retina se encuentra alterada, incluso en
pacientes diabéticos en los que aún no se detecta ninguna de las anomaJías características
de la retinopatía (Mello y col., 1996). Estas alteraciones, a nivel celular, parecen estar
relacionadas con la desaparición, en fases muy tempranas de la retinopatía, de los
pericitos retinianos, células que actúan como soporte de las células endoteliaies. La
pérdida de pericitos puede provocar cambios en las células endoteliales a las que están
asociadas, que más tarde terminan por originar otras complicaciones, como las
alteraciones de la permeabilidad vascular. Con el progreso de la enfermedad, aparece la
evidencia clínica de la presencia de retinopatía no proliferativa. Los signos clásicos son:
los microaneurismas; las anormalidades venosas, descritas como vasos con un calibre
irregular y un trazado sinuoso; y los edemas y hemorragias en la retina, que originan
exudados de color blanco-amarillento y con forma globular o de anillo. También, durante
esta fase, se produce la oclusión de algunos de los vasos sanguíneos, lo que origina
isquemia en la retina. El incremento de la isquemia retiniana, puede ser la señal para la
producción, por parte de las células, de factores vasoproliferativos que dan lugar a la
formación de los nuevos vasos que se observan en la segunda fase de la enfermedad.
La segunda fase se denomina retinopatía diabética proliferativa y se caracteriza
por el desarrollo de lesiones severas de la retina relacionadas con la proliferación celular.
En esta fase, se produce la activa formación de nuevos vasos en la superficie de la retina,
que comienza con la formación de ramificaciones en forma de horquilla o de lazo de los
vasos preexistentes. La neovascularización de la retina ocurre con mayor frecuencia en
los vasos temporales y en el disco óptico. Los nuevos vasos carecen derecubrimiento de
tejido conectivo y frecuentemente originan hemorragias en el límite entre la reúna y el
humor vítreo. Estas hemorragias provocan, a menudo, la pérdida de agudeza visual
(Mello y coL, 1996). Los vasos anómalos se extienden con frecuencia por el interior de
la reúna y el humor vítreo. Otra alteración característica de esta fase 95 la proliferación
glial, que conlleva la aparición de células gliales alrededor de los vasos de nueva
formación, aunque también se produce en zonas sin neovascularizacién (Mello y coL,
1996>. El tejido glial que acompaña a los nuevos vasos puede contraerse y provocar la
tracción de la retina. Esta tracción puede alterar la arquitectura de la retina, y provocar
hemorragias en el humor vítreo y desprendimiento de retina. En las fases finales, muy
severas, de la retinopatía diabética este nuevo tejido fibrovascular proVoca un completo
desprendimiento de la retina, contrayendo la retina en una configuración con forma de
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embudo alrededor de la mácula. Si no se tratan estas complicaciones provocan una
severa, e incluso total, pérdida de visión (Mello y col., 1996).
Un objetivo primordial, en el campo de la investigación de la DM y sus
complicaciones, es reproducir en animales de experimentación las lesiones características
de los vasos retinianos que se producen en la DM humana, para poder clarificar las
causas y el origen de la retinopatía y ensayar posibles métodos de tratamiento. Se han
diseñado varios modelos experimentales en animales de laboratorio que intentan
reproducir las alteraciones vasculares encontradas en la retina de los pacientes diabéticos.
Sin embargo, aunque muchas de las lesiones que se observan en la retina humana pueden
reproducirse en diversos modelos experimentales, a la hora de extrapolar los resultados,
debe considerarse la diferente estructura anatómica del ojo en las diferentes especies, y
comprobar que las alteraciones observadas son, efectivamente, las mismas que las que se
producen en los humanos diabéticos. Uno de los modelos más utilizado es el obtenido al
administrar STZ a ratas y otros pequeños animales de laboratorio, como ratón o hámster.
En la diabetes inducida en la rata mediante la inyección de STZ, se producen lesiones
similares a las que se desarrollan en humanos durante la retinopatía no proliferativa,
como microaneurismas (Leuenberger y col., 1971>, vasodilatación venosa (Sosula y col.,
1972), disminución del número de pericitos y cambios en la membrana basal de los vasos
(Cunha-Vaz y coL, 1975>. Sin embargo, en ningún caso se ha descrito el desarrollo de
neovascularización en la retina de ratas diabéticas (Engerman y col., 1982). Esto podría
ser debido a que las ratas diabéticas no viven lo suficiente para desarrollar la retinopatía
proliferativa (Hammes y col., 1998), aunque también se ha sugerido que pueden existir
factores antiangiogénicos en la reúna de las ratas adultas, - que evitan la
neovascularización, ya que, en la reúna de ratas recién nacidas sometidas a condiciones
de hipoxia, sise produce neovascularización (Reynaud y col., 1994>.
La retinopatía proliferativa se puede reproducir de forma experimental en perros
y monos. En estos animales, tras períodos de hiperglucemia superiores a los tres años, se
produce neovascularización principalmente en el interior de la retina, más que en la
superficie o en el humor vítreo como ocurre en humanos (Engerman y col., 1965;
Bresnick y col., 1976>.
En la actualidad, la secuencia de acontecimientos que ocurren en la retina
diabética es parcialmente desconocida y aún no se han determinado las relaciones causa-
efecto de muchos de los procesos que en ella tienen lugar. Por otra parte, se trata de un
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campo de la investigación en el que se están haciendo grandes esfuerzós, puesto que los
estudios clínicos demuestran que el porcentaje de pacientes diabéticos que desarrollan
retmopatía, aumenta proporcionalmente con el tiempo de duración de la enfermedad, y
que tras 15 años de padecer la DM, prácticamente el 100 % de los individuos diabéticos
desarrolla esta patología en alguna de sus fases (L’Esperance y coL, 1983; Mello y col.,
1996).
1.6.2 LESIONES VASCULARES EN LA RETINOPATÍA
DIABÉTICA.
A nivel celular, dos cambios importantes tienen lugar en la pared de los
microvasos retinianos durante la DM. Por una parte, se produce una disminución en el
número de las células que forman los vasos sanguíneos, especialmente hay una
disminución en el número de pericitos (Cogan y col., 1961), unas células de origen
mesodérmico que están adosadas a la membrana basal de los capilares, y que rodean a las
células endoteliales que forman la pared de estos vasos. Los pericitos tienen capacidad
para contraerse por lo que se considera que su principal función es controlar el calibre de
los capilares. Si en los vasos sanos la proporción de pericitos frente a células endoteliales
es 1:1, en los individuos diabéticos se detecta una disminución de la proporción de
pericitos en fases tempranas de la DM. La posterior desaparición de las células
endoteliales de los vasos, en el curso de la enfermedad, da lugar a la formación de los
llamados capilares acelulares (Ashton, 1963), que tienen una función capital en la
evolución de la retinopatía, pues en ellos el riego sanguíneo está dificultado y, donde se
originan, se produce isquemia y neovascularización.
No está suficientemente claro si la desaparición de las células de los capilares
retinianos es una consecuencia o la causa de la oclusión de los capilares que da lugar a la
isquemia de la retina. Existen datos que sugieren que la desaparición de los pericitos es
una consecuencia de la isquemia retiniana puesto que, en los microvasos del nervio
óptico y de la corteza cerebral, la pérdida de pericitos a consecuencia de la DM no se
produce, o al menos no es tan rápida como en la retina. Estos haflazgós sugieren que la
desaparición de los pericítos se debe a cambios locales en la retina, probablemente de
tipo hemodinámico (Engerman, 1989). En contraposición, existen indicios de que la
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disminución de los pericitos no se produce a consecuencia de lcis cambios en la
circulación retiniana (Lorenzi y col., 1991>: en primer lugar, los pericitos no están en
contacto directo con la luz de los vasos, sino que se sitúan rodeando a las células
endoteliales, por lo que están más alejados de la luz del vaso que las células endoteliales
que, sin embargo, resisten mejor las alteraciones metabólicas de la DM; en segundo
lugar, la pérdida de pericitos se sigue produciendo incluso después del tratamiento de los
pacientes diabéticos, cuando las alteraciones circulatorias se han corregido. En este
sentido, se ha propuesto que la DM altera la actividad mitogénica de las células
endoteliales y los pericitos de los capilares, y que su desaparición podría ser debida, por
una parte, al efecto tóxico del metabolismo alterado por la diabetes y, por otra, a la
pérdida de la capacidad de división de estas células (Lorenzi y col., 1991>.
La segunda alteración histológica que se produce, como consecuencia de la DM,
es el engrosamiento de la membrana basal de los capilares de la retina, producida por las
alteraciones en el proceso de síntesis y degradación de sus componentes, especialmente
en lo que se refiere a la degradación de las proteínas, dificultada porque éstas sufren una
glicosilación no enzimática en la DM, y porque disminuye la producción de las enzimas
encargadas de su degradación (Nyengaard y col., 1997>. Esta alteracióó se ha observado
en los capilares de la capa de fibras nerviosas, la capa plexiforme interna y la capa
plexiforme externa, que son las capas vasculares de la reúna de rata (Anderson y coL,
1995).
1.6.3 ALTERACIÓN DE LA BARRERA EJEMATORRETINIANA
El concepto de barrera hematorretmxana es análogo al de barrera
hematoencefálica. Los vasos retinianos presentan una elevada impermeabilidad, similar a
la que presentan los vasos que riegan el sistema nervioso central, que es muy superior a
la de los vasos de otras regiones del cuerpo. La barrera hematorretiniana se localiza a
dos niveles: existe una barrera externa formada por el epitelio pigmentario de la tetina
que aÉla a la reúna de los vasos de la coroides, y una barrera interna formada por las
células endoteliales de los vasos de las capas más internas de la retina (Cunha-Vaz y col.,
1966). La alteración de la barrera hematorretiniana, con un aumento de su
penneabilidad, ha sido establecida como uno de los eventos fisiopatológicos más
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tempranos que tienen lugar en la retina de individuos diabéticos. Este incremento de la
permeabilidad se ha demostrado usando técnicas de angiografía con fluoresceína en
humanos (Cunba-Va.z y col., 1975> y en ratas tratadas con STZ (Waltman y col., 1978).
De acuerdo con estos resultados, Ishibashi y col. (1979) han descrito los cambios
ultraestructurales que se producen en las células endoteliales de los capilares de la retina
como consecuencia de la DM, demostrando que un mes después de la inducción de la
diabetes con STZ, las uniones intercelulares de las células endoteliales comienzan a
alterarse, permitiendo la salida desde los vasos del marcador utilizado. Estas alteraciones
son anteriores al engrosamiento de la membrana basal de los capilares y a la disminución
del número de los pericitos, que marcan el comienzo de la angiogénesis en la retinopatía
diabética.
Estos cambios en la permeabilidad de la barrera hematorretimana se han
relacionado con las altas concentraciones de glucosa plasmática mediante varios
mecanismos, como la alteración de las rutas metabólicas de la degradación de la glucosa
(Winegrad y col., 1986) o la alteración de la presión osmótica (Kaneko y col.,1990),
pero también parecen estar implicados en estos procesos algunos factores de crecimiento
y hormonas que resultan alterados por la DM y que se sabe que actúan sobre las células
endoteliales.
1.6.4 FACTORES DE CRECIMIENTO IMPLICADOS EN LA
RETINOPATÍA DIABÉTICA
Profundos cambios bioquíniicos deben preceder a los cambios fisiopatológicos y
morfológicos que tienen lugar en los vasos durante la retinopatía diabética, y existen
múltiples hipótesis que relacionan estas alteraciones con toda una serie de factores
vasoactivos y factores de crecimiento. La primera de estas hipótesis fue la enunciada por
Michaelson en 1948, según la cual, la retina neural, ante la hipoxia producida por la
isquemia, libera un factor angiogénico responsable de la retinopatía proliferativa.
En la actualidad, todavía se sigue investigando la naturaleza de ese factor y los
mecanismos por los que se altera su producción, sin que se haya llegado a tener una idea
clara de su origen y su mecanismo de acción. La primera hormona a la que se atribuyó la
responsabilidad de la proliferación vascular en la retina fue a la hormona de crecimiento
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(OH), debido a que se comprobó que la extirpación de la hipófisis provocaba una mejoría
en la retinopatía proliferativa (Lundbaek y col., 1970>, aunque esta hipótesis se desechó
ante la demostración de que es la propia retina la que produce los factores responsables
del crecimiento de nuevos vasos (Glaser y col., 1980). Igualmente, se ha sugerido la
intervención del factor de crecimiento semejante a insulina 1 (IGF-I>, que se encuentra
elevado en el humor vítreo de pacientes con retinopatía proliferativa (Grant y col., 1986>,
y que en la retina de conejo actúa como un agente angiogénico (Gránt y col., 1993).
También ejercen una potente acción vasoproliferativa (Gospodarowicz, 1991), los
factores de crecimiento de fibroblastos ácido y básico (aFGF y bFGF), que además han
sido detectados en la retina de individuos que presentan retinopatía (Reygrobellet y col.,
1991>. En los últimos años, se ha desarrollado una intensa actividad investigadora sobre
la acción angiogénica de los miembros de la familia del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF). Estos péptidos poseen unas características que les señalan
como mediadores de primera magnitud en la retinopatía diabética puesto que:
incrementan la permeabilidad de los capilares (Keck y col., 1989), su prbducción se eleva
en situaciones de hipoxia (Ferrara y col., 1992>, su presencia aumenta en el humor vítreo
y acuoso de pacientes con distintos grados de retinopatía (Mello y col., 1994), y por
último, presentan abundantes receptores en las células endoteliales (Thieme y col., 1995>,
sobre las que tienen una actividad mitogénica muy especffica (Dvorak y col., 1995>. A su
vez, se ha señalado que los inhibidores de la angiogénesis deben desempeñar una función
importante en la regulación de la formación de nuevos vasos sanguíneos. Aunque en este
campo de investigación se ha trabajado mucho menos que en el de los activadores, se ha
descrito la inhibición de la proliferación de las células endoteiales por pericitos en
cocultivo, y que este efecto, es mediado por el factor de crecimiento transformante fi
(TGF-I3) (Antonelli-Orlidge y col., 1989), sugiriendo que el proceso de la
neovascularización es el resultado de la pérdida del equilibrio entre factores activadores e
inhibidores de la angiogénesis. Es posible que estos factores de crecimiento no actúen en
una fase temprana de la retinopatía ni sean los responsables de la hipoxia y de los daños
en la retina, sino que son liberados en respuesta a las perturbaciones que originan esta
patología, con la función de generar nuevos vasos que reduzcan la situación de hipoxia
en las partes afectadas de la retina. Además, es muy posible, que existan otros factores
de crecimiento implicados en estos procesos que aún no han sido investigados lo
suficiente, pero que en el futuro pueden arrojar nueva luz sobre este tema.
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1.6.5 IMPLICACIÓN DE LAS ENDOTELINAS EN LA
RETINOPATÍA DIABÉTICA.
Los datos de los que disponemos en la actualidad indican qu¿ las ETs no sólo
tienen una importante función en la regulación del funcionamiento normal de la retina,
sino que también actúan a distintos niveles en el desarrollo de la retinopatía diabética.
Estudios iii vivo demuestran que la inyección intravítrea de ET- 1 provoca
vasoconstricción en los vasos de la retina de conejo (Takei y col., :1993>, actuando,
principalmente, sobre los receptores ETA. Por otra parte, estudios iii vitro demuestran
que las células del endoteio vascular de la reúna producen ET- 1:, y que existen
receptores ETA en los pericitos retinianos (Takahashi y col., 1989>, indicando que
también los microvasos deben responder a la ET-1. Por otro lado, existen datos que
sugieren que el efecto de las ETs sobre los vasos de la retina es muy sensible a los
cambios metabólicos producidos durante la DM. En este sentido, se ha demostrado en
los pericitos la disminución de la capacidad de la ET-l para activar la PKC cuando se
cultivan en presencia de una elevada concentración de glucosa (De la Rubia y col.,
1992>, aunque no se detecta ningún cambio en la afinidad o el número - de receptores. Si
este proceso tuviese lugar in vivo, podría estar implicado en la dilatación capilar y otras
disfunciones que se producen en las primeras fases de la retinopatía diabética. De
acuerdo con estos datos, Burseil y col. (1995) han mostrado que el efecto
vasoconstrictor de la ET-1 en la retina de ratas diabéticas es 10 -veces menor en
comparación con el observado en las ratas controles. También es conocido que las
células endoteliales en cultivo incrementan la producción de ET- 1 en presencia de altas
concentraciones de glucosa (Yamanuchi y col., 1990; Chakravarthy y col., 1997), lo que
sugiere que, en las primeras fases de la DM, las elevadas concentradiones de glucosa
deben provocar una vasoconstricción inicial, debida al incremento de la secreción de ET-
1, seguida de una pérdida de la capacidad de los pericitos para respondér a ET- 1, lo que
iría acompañado de vasodilatación, especialmente si la elevada concentración de ET- 1
provoca en los pericitos una disminución del número de receptores de ET- 1
(Ramarchandan y col., 1993>.
Otro hallazgo importante es que las ETs aumentan la permeabilidad de los vasos
sanguíneos (Filep y col., 1991) y, aunque no aparece en la bibliografía ningún estudio
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realizado en los vasos retmianos, ni existen datos que reflejen si esta función de las ETs
se ve alterada en animales diabéticos, existe la posibilidad de que estos péptidos estén
implicados en la alteración de la barrera hematorretiniana que se produce en la DM. Por
otra parte, se ha demostrado que la insulina incrementa la síntesis y la liberación de ET- 1
por las células endoteliales (Hu y col., 1993, Chakravarthy y col., 1997), así como la
expresión de sus receptores en los pericitos y células de músculo liso vascular (Frank y
col., 1993; McDonald y col., 1995), lo que podría estar relacionado con la continuación
y el agravamiento de la retinopatía diabética en los pacientes tratados con msulina.
Otro interesante campo de estudio es el efecto de la DM sobre la retina neural.
En este sentido, es interesante señalar que las células gliales de la retina tienen una
importante función en la génesis de las alteraciones hemodinémicas que se producen en
la retinopatía en pacientes humanos ya que, recientemente, se han puesto de manifiesto
alteraciones en el funcionamiento de las células de Múller de pacientes diabéticos
(Mizutani y col., 1998>, y es conocido que dichas células liberan factores que regulan el
flujo sanguíneo, la permeabilidad vascular y la supervivencia de las neuronas en la retina
(Newman y col., 1996>. Por otra parte, se ha podido demostrar que el material que
ocluye los vasos sanguíneos de la retina en la DM es de origen glial, lo’que indica que la
proliferación de estas células está directamente implicada en las alteraciones del flujo
retiniano (Toke, 1997). La hipoxia o las alteraciones metabólicas qúe sufre la retina
generan alteraciones del funcionamiento normal de las células nerviosas o gliales, lo cual,
en referencia al sistema de las ETs, podría suponer un cambio en la’ síntesis de estos
péptidos, o bien en el número, la proporción, o la distribución de sus receptores, que
están presentes en estas células (Battistini y col., 1993; Ehrenreich y col., 1991>. Estos
péptidos, actuando sobre sus receptores, funcionan como neuromoduladores en el
sistema nervioso, y podrían tener una importante función en la fisiopatología de la
retinopatía diabética.
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2. OBJETIVOS.
El objetivo global de esta tesis es avanzar en el conocimiento de las
características bioquímicas y de la regulación de los receptores de endotelina en la
retina de la rata, y de las posibles alteraciones que en la densidad y la proporción de
dichos receptores pueden producirse como consecuencia de la diabetes y de su
tratamiento.
Específicamente, utilizando como material biológico los tejidos procedentes de
tres grupos de animales (ratas con diabetes inducida con STZ, ratas con diabetes
inducida con STZ tratadas con insulina, y ratas controles>, nos propusimos abordar el
estudio de los siguientes aspectos:
1- Determinación de la constante de disociación (Kd) y de la densidad de sitios de unión
(Bmax) de la ET-l y la ET-3 en la retina neural de rata a los 15, 45, y 90 días de la
inducción de la diabetes con STZ y comparación de estos parámetros entre los tres
grupos de animales.
2- Determinación de la proporción de los dos tipos de sitios de unión de las ETs
presentes en la retina neural de rata a los 15, 45, y 90 días tras la inducción de la
diabetes con STZ y comparación de los resultados entre los tres grupos de animales.
3- Determinación del peso molecular de los sitios de unión de la ET-l y de la ET-3
presentes en las membranas de retina de rata, en los tres grupos de animales, a los 90
días de la inducción de la diabetes con STZ.
4- Determinación de la distribución de los sitios de unión de las ETs en las distintas
capas de la retina de las rata y comparación de esta distribución entre los tres grupos de
animales a los 90 días de la inducción de la diabetes con STZ. -
5- Determinación de la distribución de la ET-l-IR en la retina de lós tres grupos de
animales, a los 90 días de la inducción de la diabetes con STZ.
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3.1. APARATOS Y REACTIVOS.
3.1.1 APARATOS.
Para homogeneizar el tejido se utilizan homogeneizadores cónicos de ci-istal deiS ml.
Las centrifugaciones realizadas para la preparación de membranas se realizan en una
centrífuga Minifuge T de Heraeus y una ultracentrífuga SorvaIl RC-5C de Dupont.
La valoración de proteínas se realiza midiendo la absorbancia con un espectofotómetro
Pye Unicam SPE-550 UV/VIS de Phillips.
Para realizar las electroforesis se utiliza una fuente de alimentación LINUS modelo 3540
conectada a un una cubeta de electroforesis tipo “precast gel system mini-cell” también de
LINUS.
Los geles utilizados en la electroforesis fueron minigeles de Tris/glicina con un 10% de
pohacrilamida suministrados ya polimerizados por Linus (minigel EC6015 10 well de 1.0 mm
de LINUS>, con una zona de concentración de 1 cm.
Para hacer los cortes histológicos en congelación se utilizó un criostato modelo HM5O5E
de Microm.
La determinación de la glucemia se realizó con un glucosfinetro de tiras reactivas One
Touch II de Lifescan.
Los portaobjetos viselados, limpios y desengrasados se obtuvieron de Hirschmann
Laborgerate.
Las preparaciones histológicas se analizaron y fotografiaron con un microscopio
Photomicroscope III de Zeiss con condensador de campo oscuro y campo claro.
Para digitalizar los negativos de las imágenes de microautorradiografía se utiliza un
escáner tipo LKB Image Master de Phannacia.
Para el análisis de los resultados de los experimentos de unión de la endotelina a sus
receptores en las membranas de retina se utilizan los programas EBDA y LJGAND de
G.A. MacPherson (Elsevier-BIOSOFT).
El análisis densitométrico de las microautorradiograf~s y las electroforesis se realiza con
el programa Image Master versión 1.0 de Pharmacia.
Para analizar los resultados de los experimentos de inmunohistoqufinica usamos la
aplicación informática Leica Qwin (Loica microscopy systems Ltd.> y una videocámara
digital (Leica DC100) montada sobre un microscopio y conectada a un ordenador
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personal.
Para el análisis estadístico de los resultados se utiliza el programa informático SPSS para
Windows versión 6.0.
3.1.2 REACTIVOS.
Las hormonas marcadas con lodo 125 [1~ 1] utilizadas en los ensayos son la Endotelina-
1 y la Endotelina-3, se obtuvieron de Amersham International y poseen una actividad
específica de 2000 Cilmmol.
Los péptidos Endotelina-1, Endotelina-3, BQ123 (ciclo-(D-Asp-Pro-D-Val-Leu-D-Trp>,
y Sarafotoxina 6 c (56c>, además del antisuero de conejo anti-endoteliná-1 utilizado en el
RIA, se obtuvieron de Peninsula Laboratories.
Las ratas se trataron con la insulina Lente (bovina/porcina) generosamente donada por
Novo-Nordisk.
Los filtros Whatman GF/C, utilizados para la filtración, se obtuvieron de Whatman
International, y el sistema de vacío utilizado para filtrar las membranas celulares es el
Vacuum Manifold (modelo 1225) de Millipore.
El Tris-HCl (Trizma hidroclorhidre), Tris-base (Trizma base), inhibidores de la
proteolisis (aprotinina, fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF), pepstatina), la bacitracina, la
albúmina de suero bovino (BSA), glicina, sodio dodecil sulfato (SDS), paraformaldehído,
glutaraldehilo, poli-L-Lisina (PLL), streptozotocina (517) y dimetil sulfóxido (DM50) se
consiguieron de Sigma Chemical Co. El ácido acético, carbonato sódico, hidróxido
sódico, tartrato disódico, sulfato cúprico, el reactivo de Folin, tampón HEPES, acetato
amónico, citrato sódico, benzoato sódico, ácido benzóico, sacarosa, cloruro sódico,
cloruro magnésico, etanol, 2-metil butano y EDTA de E. Merck. -
El dissuccinimidil suberato (DSS) y el azul de Coomassie se compraron a Pierce
Chemical Co..
Las proteínas que se utilizan para hacer la curva patrón para calcular el peso molecular
en la electoforesis son de BIO-RAD (SDS-PAGE High Molecular Weight Stanclards>.
Las columnas tipo Sep-Pack C- 18 para la extracción de la Endotelina-1 en el RfA son de
Waters Associates.
La película de rayos X utilizada para la autorradiografía de los geles de la electroforesis
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fue la XR-OMAT RP6 de Kodak.
En microautorradiogra& se usó la emulsión fotográfica LM1 de Amershám International. El
revelador usado es elD-19 de Kodak y el fijador utilizado fue Hypam de I]ford limited.
El medio de inclusión utilizado para cortar el tejido en congelación es Tissue Tek, de
Miles Inc.
En el análisis inmunohisqufrnico se utilizó un antisuero de conejo contra el antígeno
relacionado con el factor VIII de coagulación humano (PUO16-PU>- de BioGenex, un
antisuero de conejo contra ET- 1 de Peninsula Laboratories y el equipo de revelado
“super-sensitive ready-to-use (ADOOO-5R)” también de BioGenex.
3.2. ANIMALES.
3.2.1 CONDICIONES GENERALES.
Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la directiva del Consejo
Europeo del 24 de Noviembre de 1986 (86/609/CEE). Se utilizan ra;as macho Wistar.
Los animales se disponen en jaulas de policarbonato de 1800 cm2 y 20 cm de altura, en
grupos de cuatro, en salas con la temperatura y la humedad controlada y con ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas. Se alimentan con comida estandarizada comercial y agua ad
libitum.
3.2.2. PAUTAS DE TRATAMIENTO.
3.2.2.1 ADMINISTRACIÓN DE LA STREPTOZOTOCINA.
La streptozotocina (2-deoxi-2-(3-metil-3-nitrosoureido> D-glucopiranosa) es un
antibiótico de amplio espectro y un agente antitumoral que produce el desarrollo de la
diabetes en ratas y otros animales de experimentación (Rakieten y col., 1963>. Su
capacidad para producir la diabetes está relacionada con su toxicidad ~obre las células 13
del páncreas. Uno de sus componentes, la nitrosourea, es citotóxico, mientras que la
desoxiglucosa facilita la entrada del compuesto en las células pancreáticas. Desde su
aislamiento y purificación este compuesto ha sido ampliamente utilizado en la inducción
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de la diabetes experimental.
En nuestros experimentos, la STZ se utiliza disuelta en tampón citrato 10 mM a
pH 4.5, que contiene NaCí 100 mM, en una dosis de 75 mg/Kg de peso del animal. La
administración se realiza por vía intraperitoneal cuando las ratas alcanzan un peso de 200
grs aproximadamente.
3.2.2.2 ADMINISTRACIÓN DE LA INSULINA.
El tratamiento con insulina (Lente (bovina/porcina) de Novo-Nordisk) se inicia a
partir de las 48 horas del tratamiento con SIZ, tras comprobar que los animales
presentan glucosuria y glucemia superior a 450 mg/dl. A los animales se les inyecta
diariamente, por vía subcutánea, una dosis de entre 3 y 6 U.I. de insulina, en función de
su peso y su glucemia, para mantenerles la glucemia entre 120 y 150 mg/dl. La inyección
de la insulina se realiza a las 10.00 h. Se realizaron experimentos previos que sirvieron
para elegir el tipo más adecuado de insulina y las dosis necesarias para mantener la
glucemia entre 120 y 150 mg/dl.
3.2.3 ESTUDIO EVOLUTIVO.
A todos los animales se les pesa y se les mide la glucemia tres veces cada semana,
durante los primeros 15 días del experimento y dos veces cada semana el resto del
tiempo. La sangre para valorar la glucemia se obtuvo mediante punción en la vena tarsal
de cada animal y la glucosa en sangre se calcula utilizando un glucostretro de tiras
reactivas. Este proceso se realiza a primera hora de la mañana, inmediatamente antes de
inyectarles a los animales su dosis diaria de insulina.
3.2.4 OBTENCIÓN DE MUESTRAS.
3.2.4.1 SACRIFICIO DE LOS ANIMALES.
El sacrificio de los animales, para la obtención de las muestras objeto de estudio,
se realiza por decapitación, sin utilizar anestesia, práctica admitida para ésta especie por
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la DGXI de la Comisión Europea, Directiva 86/6O9IEEC, referido e~pecialmente en el
artículo 2 (1> y publicado por esta Comisión en Octubre de 1995.
3.2.4.2 PLASMAS.
Tras el sacrificio de los animales, aproximadamente 10 ml de sangre de cada
animal se recolecta en tubos de 15 ml a los que previamente se les hab~ añadido 100 pl
de EDTA 3 mM, y 100 pl de aprotinina 0.8 mM. Los tubos se introducen en hielo hasta
su centrifugación. La sangre se centrifuga a 1000 xg a 40C durante 15 minutos. A
continuación se extrae el plasma y se distribuye en dos alícuotas que se congelan a -80
0C hasta su utilización en un periodo máximo de tres meses.
3.2.4.3 DISECCIÓN DE LAS RETINAS.
Tras la decapitación de los animales, se procede a la enucleación de los ojos que
se mantienen en suero fisiológico frío hasta su disección. La disección de los ojos se
realiza de forma inmediata sobre una placa fi-la y bajo una lupa de disección (30X).
Durante la disección se elimina primero la córnea, seguida del cristalino y el cuerpo
vítreo, para luego extraer la retina con un pincel y depositarla en un hómogeneizador al
que previamente se han añadido 200 pl de tampón Tris SmM a pH 7.4, con sacarosa
0.32 M, pepstatina 0.2 mM, PMSF 0.5 mM y aprotinina 0.8 miM.
3.2.4.4 PREPARACIÓN DE LAS MEMBRANAS CELULARES DE RETINA.
Las retinas de tres ratas (n=6), recién diseccionadas, se homogeneizan juntas,
durante 1 minuto, en frío, en el homogeneizador cónico con 200 pl de tampón (Tris
5mM pH 7.4, sacarosa 0.32 M, pepstatina 0.2 mM, PMSF 0.5 mM y aprotinina 0.8 mM>
y se centrifugan durante 15 minutos a 40C a 600 xg (Fig. 7). El precipitado se incluye en
Tissue-Tek y se congela a -700C, para realizar el análisis inmunohistoqufinico de la
presencia del antígeno relacionado con el factor VIII de coagulación. El sobrenadante se
vuelve a centrifugar durante 30 minutos a 40C y a 30.000 xg. A continuación, el
precipitado se resuspende en el mismo tampón y se centrifuga en las mismas condiciones
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para lavar las membranas celulares de retina. El precipitado de esta última centrifugación
se resuspende en tampón Tris 50 mM pH 7.4 para obtener una concentración de
proteínas de 0.75-1 mg/ml. Después se hacen alícuotas de 0.5 ml que se guardan a -70
“C hasta ser utilizados en los experimentos.
Se reserva un pequeño volumen para la valoración de la concentración de
proteínas que se determina por el método de Lowry y col. (1951). La fracción del tejido
que se consigue mediante el proceso que acabamos de describir, y al que denominaremos
“membranas celulares de retina” a partir de este punto, está enriquecido en la fracción
microsomal de células neuronales y gliales como demuestran los trabajos de Zhaniser y
col., (1984> y no presenta contaminación vascular.
Una de estas alícuotas se vuelve a centrifugar a 30.000 xg y el precipitado se
incluye en Tissue-Tek y se congela a -70”C para realizar secciones con el criostato sobre
las que analizar la presencia del antígeno relacionado con el factor vin de coagulación.
3.2.4.5 CONGELACIÓN DE LOS OJOS PARA LA REALIZACIÓN DE LAS
SECCIONES CON EL CRIOSTATO.
Tras su enucleación, cada uno de los ojos elegidos para este fin, se introduce en un
recipiente semiesférico de plástico que contiene el medio de inclusión Tissue Tek, y
rápidamente se congelan en 2-metilbutano previamente enfriado en nitrógeno líquido. Los
ojos así preparados se guardan a -70” hasta su utilización en un periodo máximo de 3 meses.
3.2.4.6. REALIZACIÓN DE LAS SECCIONES CON EL CRIOSTATO.
3.2.4.6.1 PREPARACIÓN DE PORTAOBJETOS CON POLI-L-LISINA.
Se disuelve la poli-L-Lisina (PLL) en agua destilada a una concentración de 1 mg/ml
y se hacen alícuotas que se guardan a -20”C. Sobre los portaobjetos limpios y desengrasados
se coloca una gota de 10 gIde la solución de PLL y se extiende en una delgada lámina sobre
toda su superficie, superponiendo dos portaobjetos y luego dejándolos secar por separado.
Una vezsecos los portaobjetos se guardan a -20”C hastasu uso.
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Fig. 7. Preparación de las membranas de tetina de rata.
+
45
MATERIALES Y MÉTODOS
3.2.4.6.2 REALIZACIÓN DE LAS SECCIONES CON EL CRIOSTATO.
En el momento de hacer las secciones, los ojos incluidos en Tissue-Tek se extraen de
los recipientes semiesféricos y se fijan sobre la plata del criostato, de mañera que la cuchilla
realice secciones sagitales del ojo a laaltura de la entrada del nervio óptico en el globo ocular.
Se realizan secciones de 12 pm a -30”C2 en series de 30-35 cortes consecutivos y se
seleccionan las series que contienen la zona de la reúna adyacente al nervio óptico. Las
secciones se montan en portaobjetos, previamente recubiertos con PLL, a una temperatura de
0-2”C, a continuación se secan a 4”C en vacío durante 3 horas y luego se congelan a -70”C,
en cajas que contienen gel de sílice, hasta su utilización en los experimentos de
inmunohistoqufinica y microautorradiografia.
Con el precipitado de las centrifugaciones de la preparación de membranas, una
vez incluido en Tissue-Tek, se procede de manera análoga a la descrita en el párrafo
anterior, para conseguir secciones en las que realizar el análisis inmunohistoquimico de la
presencia del antígeno relacionado con el Factor VIII de coagulación -
3.3 DISEÑO EXPERIMENTAL.
Un total de 140 ratas Wistar con un peso de, aproximadamente, 200 g se tratan y
se distribuyen en grupos de la siguiente manera (Fig. 8):
A 100 de estos animales se les inyecta, por vía intraperitoneal, una dosis de 75
mg/Kg de STZ diluida en tampón citrato 10 mM a pH 4.5 con NaCí 100 mM, para
inducirles la diabetes. A las 48 horas del tratamiento con STZ se selecciona a las que
presentaban glucosuria con glucemia superior a 450 mg/dl (n=80> y se desprecia a
aquellas que no cumplen estas condiciones (n=20). Los animales que desarrollan diabetes
se dividen entonces en dos grupos:
Un primer grupo (n = 40) al que llamaremos “grupo de ratas diabéticas” (GD) se
mantiene sin ningún tipo de tratamiento durante el resto del experimento.
Un segundo grupo (n=40> al que llamaremos “grupo de ratas diabéticas
tratadas con insulina” (GT>, durante el resto del experimento, recibe diariamente una
dosis de entre 3 y 6 U.I. de insulina.
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Con los 40 animales restantes, se constituye un tercer grupo al que llamaremos
“grupo de ratas controles” (OC) al que se inyecta, al comienzo del experimento y por la
misma vía, el volumen correspondiente a su peso de tampón citrato a :pH 4.5 con NaCí
100 mM.
Los animales se sacrifican transcurridos 15, 45, y 90 días después del tratamiento
con STZ, de la siguiente manera:
-A los 15 días se sacrifican 12 ratas de cada uno de los tres grupos. Se les extrae
la sangre y los ojos son utilizados para preparar membranas de retina.
-A los 45 días se sacrifican otras 12 ratas de cada uno de los ttes grupos. Se les
extrae la sangre y los ojos son utilizados para preparar membranas de retina.
-A los 90 días se sacrifica el resto de los animales, que fueron 16 del OC, 16 del
(iT y 14 del (3D, en este último grupo 2 ratas murieron durante el experimento.
Se les extrae la sangre y sus ojos se utilizan de la siguiente manera:
.Los ojos de 12 ratas de cada uno de los tres grupos se utilizaron para
preparar membranas de retina.
.Los ojos de 4 ratas del OC y del (iT y de 2 ratas del OD se congelaron
para realizar cortes histológicos con el criostato.
Los animales a los que se inyecta STZ y que no desarrollan diabetes se emplean,
mediante su comparación con el grupo control, para comprobar que la STZ per se no es
la responsable de los cambios que se observan por efecto de la diabetes.
3.4 METODOS ANALÍTICOS.
3.4.1 CUANTIFICACIÓN DE LA INSULINA INMUNORREACTIVA
EN EL PLASMA.
La insulina inmunorreactiva presente en el plasma de las - ratas controles,
diabéticas y tratadas a los 15, 45 y 90 días de la inducción de la diabetes con STZ fue
cuantificada por radioinmunoanálisis (Valverde y coL, 1988> por el grupo de la Dra.
Isabel Valverde (Dpto. de Metabolismo, Nutrición y Hormonas de la Fundación Jiménez
Díaz, Madrid>. Las muestras de plasma (50 pl) o de patrón de insulina de rata (0-20
ng/ml), en duplicado, se mezclan con 1251-insulina porcina (50 pg) y suero anti-insulina
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(producido en cobaya en el mencionado laboratorio), a la dilución final de 1:100.000, en
un volumen total de 1 ml. Los tubos se mantienen durante 3 días a 4”C, tiempo en el cual
la reacción alcanza su equilibrio. Después de este periodo, se procede a la separación del
complejo antígeno-anticuerpo del antígeno libre, mediante la absorción de este último
por carbón activado (3%> saturado con dextrano (0.25%) previa adición a las muestras
patrones de 50 jal de plasma humano. Las muestras fueron entonces centrifugadas a 2000
xg durante 10 minutos a 4”C, después de lo cual se descarta el sobrenadante, quedando
en el tubo el sedimento de carbón con el péptido libre. La radiactividad absorbida se
mide en un contador gamma, y se calcula, por diferencia con el total, el porcentaje de
péptido unido al anticuerpo en cada muestra.
3.4.2. ANÁLISIS INMUNOHISTOQUIMICO.
3.4.2.1 FUACIÓN E INCUBACIÓN DE LAS SECCIONES PARA ESTUDIAR
LA PRESENCIA DEL ANTIGENO RELACIONADO CON EL FACTOR VIII
DE COAGULACIÓN.
Se realizan experimentos de inmunohistoqufinica para determinar la presencia del
antígeno relacionado con el Factor VIII de coagulación, un marcador de células del
endotelio vascular, en secciones de ojo adyacentes a las utilizadas en
microautonadiografía. También se analiza la presencia de dicho antígeno en el
precipitado de las distintas centrifugaciones a las que son sometidas las membranas de
retina durante su preparación (ver sección 3.2.4.4 de Materiales y Métodos).
Los cortes se descongelan lentamente, se fijan 10 minutos en acetona y se secan
al aire 5 minutos antes de introducirlas en cloroformo 20 minutos. Después se secan 2-3
minutos y se incuban con una gota de una disolución de peróxido de hidrógeno para
bloquear las peroxidasas endógenas.
A continuación, se lavan las preparaciones 3 veces con tampón fosfato 0.1 M pH
7.6 y se cubren con una gota del antisuero de conejo contra el antígeno relacionado con
el factor VIII de coagulación humano, diluido 1:200 en tampón fosfat¿ 0.1 M, pH 7.6,
con BSA al 1%, a 25”C durante 30 minutos en una cámara húmeda.
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3.4.2.2 FIJACIÓN E INCUBACIÓN DE LAS SECCIONES PARA ESTUDIAR
LA PRESENCIA Y DISTRIBUCIÓN DE LA ET-1-IR.
Se realizan experimentos de inmunohistoqufinica para determinar la presencia y la
distribución de ET-l-IR en secciones de ojo adyacentes a las utilizadas en
microautorradiograffr. Los cortes se descongelan lentamente y las secciones se fijan por
inmersión en una solución de paraformaldehído al 4% y glutaraklehído al 1% durante 15
minutos a 25”C. El fijador se prepara por disolución del paraformaldehflo en agua bidestilada
a 50”<2 añadiendo NaOH 10 M, gota a gota, hasta su total disolución. Se deja enfriar y se
tampona con fosfato (concentración final 100 mM, pH 7.4). A continuación se añade
glutaraldehído al 25% en cantidad suficiente para conseguir una concentración final del 1%.
Una vez fijadas las secciones, se lavan las preparaciones 3 veces con tampón fosfato 0.1 M
pH 7.6 y se cubren con una gota del antisuero de conejo contra ET-1, diluido 1:400 en
tampón fosfato 0.1 M, pH 7.6, con BSA al 1%, a 25”C durante 40 minutos en una
cámara húmeda.
3.4.2.3 REVELADO DE LAS SECCIONES.
El proceso de revelado de las secciones es el mismo, tanto para las secciones
incubadas con el antisuero de conejo contra el antígeno relacionado con el factor VIII de
coagulación humano como para el antisuero de conejo contra ET-l. Una vez terminado
el período de incubación se lavan las secciones 3 veces con tampón fosfato 0.1 M pH
7.6, e inmediatamente a continuación, se revelan con el sistema de revelado “super
sensitive immunodetection system” de BioGenex.
Este proceso se realiza en cámara húmeda, ya que es imprescindible que las
preparaciones no se sequen en ningún momento durante el revelado. En primer lugar se
escurren y se secan los portaobjetos alrededor del corte con un paño de algodón. A
continuación, se añade un anticuerpo biotinilado de cabra contra inmunoglobulina de
conejo, en cantidad suficiente para cubrir el corte, y se incuba 20 minutos a 25”C.
Después se lavan las secciones 3 veces con tampón fosfato 0.1 M a pH 7.6 se escurren y
se secan alrededor del corte. En un siguiente paso, se añade la enzima, una peroxidasa
conjugada con estreptavidina, en cantidad suficiente para cubrir el corte y se incuba 20
minutos a 25”C. Se lava 3 veces con tampón fosfato 0.1 M a pH 7.6 y se escurren y se
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secan los portaobjetos alrededor del corte. Se añade a continuación el sustrato o
cromógeno, 3,3’-diaminobencidina (DAB), en cantidad suficiente para cubrir el corte y
se mcuba 20 minutos a 250C. La reacción se para lavando 3 veces con ‘agua desionizada.
Se escurren y se secan las preparaciones histológicas, se tillen con azul de toluidina (azul
de toluidina al 0.05 % en tampón benzoato 10 mM> y se deshidratan’ con una serie de
alcoholes y xileno. Por último, las preparaciones se montan con cubreobjetos para ser
fotografiadas con un fotomicroscopio. En todos los casos se realizaron controles
eliminando la incubación del tejido con el primer anticuerpo, y sustituyéndolo por suero
normal de conejo. Estos controles en ningún caso presentaron inmunorreactividad
positiva. Este tipo de experimentos se realiza por triplicado utilizando en cada
experimento un ojo distinto de cada uno de los tres grupos de animales.
Para analizar los resultados de los experimentos de inmunohistoquúnica usamos
la aplicación informática Leica Qwin. En cada sección se escogen al azar y se capturan
con una cámara digital conectada al microscopio tres campos del poío .posterior del ojo.
En cada uno se mide el área y la intensidad de la inmunotinción en cada una de las capas
de la retina para comparar entre los tres grupos de ratas.
3.4.3. ENSAYOS DE UNIÓN DE LA ENDOTELINA A SUS
RECEPTORES EN LAS MEMBRANAS DE RETINA.
Los ensayos se realizaron basándose en el método descrito por Fernández-Durango y
col. (1989). Para realizar este tipo de experimentos las preparaciones de membranas de
reúna se diluyen con tampón Tris 50 mM a pH 7.4 hasta conseguir unaconcentración de
6-8 jag de proteína/lOO ja1, y se reserva una cantidad suficiente para valorar la
concentración de proteínas.
La unión de ‘251-ET-l y ‘~I-ET-3 a las membranas de retina se realiza tras un
período de incubación de 120 minutos a 250C en tampón Tris SOrnM a pH 7.4 con PMSF
0.5 mM, bacitracina al 0.3%, aprotinina 0.8 mM y BSA al 0.1%, en un volumen final de
0.3 ml Al terminar el período de incubación se detiene la reacción añadiendo 1 ml de
tampón frío Tris-HCl 50 mM con un pH 7.4 a los tubos de incubación. A continuación,
se filtra al vacío el contenido de los tubos sobre filtros Whatman GF/C que han sido
previamente saturados durante al menos 60 minutos en una solución de polietilenimina al
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0.03%. Cada tubo se lava tres veces con 3 mi. de tampón frío Tris 50 mM con un pH de
7.4 y después, cada filtro directamente, con otros 3 ml del mismo tampón. Los filtros se
secan durante 5 minutos y su radiactividad se mide en un contador Gamma LKE con una
eficiencia del 75%.
3.4.3.1 ENSAYOS DE SATURACIÓN.
Con este tipo de experimentos se pretende calcular la densidad de receptores
(Bmax) en las membranas de retina y la afinidad, expresada como la constante de
disociación (Kd>, con la que las dos hormonas utilizadas se unen a sus receptores. Para
ello, distintas concentraciones de í25I~ET~1 y ‘251-ET-3 (entre 2.5 y 150 pM) se incuban
con las membranas de retina. Para cada una de las concentraciones usadas se calcula la
unión específica de cada hormona a sus receptores, substrayendo la unión no especifica
(cantidad de hormona marcada unida en presencia de ET-l o ET-3 a una concentración
de 0.1 pM) de la unión total (cantidad de hormona marcada unida en aúsencia de ET- 1 o
ET-3 no marcada).
Estos experimentos se realizaron por cuadriplicado con membranas de cada uno
de los grupos de animales y para cada tiempo de tratamiento (15, 45, y 90 días>. Dentro
de cadaexperimento cada determinación se realizó por duplicado. Los resultados de este
tipo de experimentos fueron analizados con los programas infonnáticos EBDA y
LIGAN?D para obtener los valores de Kd y Bmax.
3.4.3.2 ENSAYOS DE COMPETICIÓN PARA CALCULAR EL PORCENTAJE
DE RECEPTORES TIPO A (ETA) Y TIPO B (ETB) DE ENDOTELINA.
Con este tipo de experimentos se pretende calcular el porcentaje de receptores de
endotelina presentes en las membranas de retina que son de tipo A (ETA) y de tipo B
(Efl). Para ello se incuban las preparaciones de membranas de retiná con ‘251-ET-1 a
una concentración de 40 pM y la unión específica (la unión total menos la unión no
especffica, calculada como la unión en presencia de ET-1 0.ljaM) se normaliza como un
100 % de receptores de ET-l (ETA + Efl). Simultáneamente se realizan estudios de
unión de 1~I-ET- 1 en presencia de Sarafotoxina 6c (56c) a una concehtración 0.1 jaM,
para bloquear los receptores ETB, o en presencia de BQ123 a una concentración ljaM,
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para bloquear los receptores ETA. A partir de la unión específica en presencia de BQ123
se calcula el porcentaje de receptores A (la unión especifica en ausencia de BQ123
menos la unión específica en presencia de este análogo expresada como porcentaje de la
unión específica total>.
(Unión específica en ausenciade BQ123 - Unión específica en presenciade BQ123)
% ETA- y tao
Unión específica en ausencia de BQ1Z3 -
A partir de la unión específica en presencia de 56c se cailcula el porcentaje de
receptores de tipo B (la unión especifica en ausencia de S6c menos la unión especffica en
presencia de este análogo expresada como porcentaje de la unión especifica total).
(Unión específicaen ausencia de S6c - Unión específica en presenciade 56C)
%ETB- Y loo
Unión específicaen ausencia de S6c
El mismo tipo de experimentos se realiza utilizando ‘~I-ET-3 a una
concentración de 40 pM.
Estos experimentos se realizaron por cuadriplicado en membranas de cada uno de
los grupos de animales y para cada tiempo de tratamiento. Dentro de cada experimento
cada determinación se realizó por duplicado.
3.4.4 EXPERIMENTOS DE UNIÓN COVALENTE DE AFINIDAD
(CROSS-LINKING) DE ‘21-ET-1 Y 1251-ET-3 A LAS MEMBRANAS
DE RETINA.
El método de unión covalente de afinidad se basa en el descrito para receptores de
insulina por Massagué y col. (1985). Estos experimentos se realizan en las preparaciones de
membranas de retina de los tres grupos de ratas a los 90 días de la inducción de la diabetes
con 517. Se incuban las preparaciones de membranas de reúna (45 jag de proteínas/lOOjal)
con ‘~I-ET-1 o ‘~I-ET-3 a una concentración de 40 pM , en presencia o ausencia de ET-l y
ET-3 no marcadas, en un volumen total de 3001.11 de tampón Tris 50 mM pH 7.4, con PMSF
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0.5 mM, aprotinina 0.8 mM, bacitracina al 0.3%, y BSA al 0.1%. Después de 120 minutos
de incubación a 250C, se centrifliga el medio de incubación durante 15 minutos a 30.000 xg a
40C. El precipitado se resuspende en tampón HEPES 10 mM pH 7.4 con PMSF 0.5 mM,
aprotinina 0.8 mM, bacitracina al 0.3%, y BSA al 0.1%. El proceso de centrifugación se
repite otras dos veces en las mismas condiciones y al final, el precipitado con las membranas
de reúna, se resuspende en 300 pl de tampón HEPES 10 mM pH 7.4. Estos lavados de las
membranas y el cambio de tampón son necesarios para eliminar todas las sustancias que
pudieran dar una reacción indeseada con el disuccinimidil suberato (DSS> que se emplea a
continuación. A la suspensión de membranas resultante de este proceso, se le añaden 2 pl de
una disolución de DSS disuelto en dimetilsulfósido (DMSO> (2,8 mg/ml en DM50) para
conseguir una concentración final de 0.5 mM de DSS, y se incuba durante 15 minutos en
agitación constante y a temperatura ambiente, para unir covalentemente las hormonas
marcadas a sus receptores por la acción del DSS. La reacción se para por adición de 30 pl de
acetato amónico 2 M para neutralizar el DSS no consumido en la reacción y, a continuación,
se centrifiaga a 30.000 xg durante 15 minutos a 40C. El precipitado se resuspende en el
“tampón de muestra” (Tris-HCl 62.5 mM, sodio dodecil sulfato (SDS) al2.05 %, sacarosa
0.58M,y azul de bromofenol al 0.02%), a una concentración de 0.5 mg de proteína/ml para
realizar la electroforesis. Las muestras disueltas en el “tampón ‘de muestra” se
desnaturalizan sometiéndolas a ebullición durante 4 minutos.
3.4.5 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.
La electroforesis se realiza siguiendo el método descrito por Laemmi y col (1970).
Para llevar a cabo la electroforesis se cargan 10 ja1 (aproximadamente Spg de proteína> de
cada muestra, solubilizadaen SDS y desnaturalizada, en los pocillos del gelde poliacri]amida.
En cada gel se reserva un poci]lo para coaer una mezcla de proteínas de peso molecular
conocido, disueltas en el mismo tampón que la muestra, que son: mioÉina (200.000), 13-
galactosidasa de E.coli (116.250), fosforilasa b de músculo de conejo (97.400), albúmina de
suero bovino (66.200>, ovoalbúmina (45.000> y la anhidrasa carbónica- bovina (31.000),
cargándose 5 gg de proteína total por pocillo.
Una vezque los geles se dispusieron en la cubeta de electroforesis, ésta se llena con el
“tampón de electroforesis” (Tris base 50 mM a pH 8,3, con glicina al 1,45%, y SDS al 1%> y
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se aplica un voltaje constante de 125 V y un gradiente de corriente de 30 a’ 10 mA durante lh
y 45 mm, tiempo que tarda en llegar el frente de azul de bromofenol al final del geL Entonces
los geles se separan de su soporte, se fijan y se tiñen simultáneamente, mediante inmersión en
la “solución tinte” (etanol al 40%, a. acético al 10% y azul de Coomasie al 0,1%> durante 15
mm. Se quita el exceso de tinte a los geles con agua destilada y se destiñen con “la solución
desteñidora” (etanol 10% y ácido acético al 7,5%) durante toda la noche. A continuación, se
ponen en un bailo con la “solución equilibrante” (etanol al 45% y glicerol al 5%) durante 30
minutos en agitación, para darles consistencia. Por iMtimo, los geles se colocan en un
extendedor entre dos hojas de celo~n humedecidas en la solución equilibrante hasta que están
totalmente secos. Los geles así procesados se autorradiografun medianté la exposición de
una película de rayos X en un chasis con placa amplificadora durante 7 d~s a -7mC. Las
autorradiogra~s se digitalizan con un densitómetro LKB Image Master y se analizan con el
programa informático Image Master para estimar el peso molecular de las bandas y su
densidad óptica. Se realizan tres experimentos similares e independientes.
3.4.6. MICROAUTORRÁDIOGRAFÍA.
Estos experimentos se basan en el método descrito por Rípodas y coL (1998) y se
realizan con el objeto de localizar los receptores de endotelina en las distintas capas de la
retina en los tres grupos de ratas a los 90 días tras la inducción de la diabetes. Se realizan tres
experimentos independientes, utilizando en cada uno, un ojo diferente de cada grupo de ratas.
Dentro de cada experimento todas las determinaciones se hacen por duplicado.
3.4.6.1 INCUBACION DE LAS SECCIONES DE LOS OJOS.
Las condiciones en las que se llevaron a cabo los experimentos (r, concentración
iónica, tiempo de incubación y preincubación> se encontraron de una forma empínca, y están
basados en estudios de unión de radioligandos, en los que se busca conseguir una unión
especffica adecuada, con un mínimo porcentaje de unión no específica (Herkenham y coL,
1982; Kuhar, 1985; Millan y coL, 1986)
Las secciones de los ojos obtenidas con el criostato se descongelan lentamente hasta
250<2. A continuación, se preincuban, a esta misma temperatura, en tampón Tris SOmM, pH
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7.4, que contiene NaCí 100 mM, bacitracina al 0.3% y BSA al 1%, durante 15 minutos. Una
vez concluida la preincubación, se secan rápidamente los portaobjetos alrededor del corte
histológico y se colocan en posición horizontal en una cámara húmeda, evitando que la
sección llegue a secarse. En un siguiente paso, se incuban los cortes histológicos durante 60
minutos a 250(2, cubriéndolos con una gota de tampón Tris 50mM a pH 7.4 con PMSF 0.5
mM, bacitracina al 0.3%, aprotinina 0.8 mM y BSA al 0.1%, que lleva en disolución la
hormona marcada (1251-ET- 1 o ‘251-ET-3) a una concentración de 40 pM y, en su caso,
las hormonas no marcadas: ET-l (0.1
1.tM), ET-3 (0.1 pM), 56c (0.1 pM) o BQ123 (1
gM), para determinar la unión no especifica, o la presencia de los dos tij,os de receptores
de endotelina. Al concluir el periodo de incubación, se lavan los portaobjetos tres veces a
40<2 durante 20 minutos con tampón Tris 5OmM, pH 7.4, que contiene NaCí 100 mM,
bacitracina al 0.3% y BSA al 1%. En último lugar, se sumergen durante 10 segundos en agua
bidestilada a 40(2, antes de procedera la fijación de los cortes histológicos.
3.4.6.2 FIJACIÓN DE LAS SECCIONES.
Las secciones se fijan por inmersión en una solución de paraformaldehído al 4% y
glutaraldelto al 1% durante 1 hora a 40<2. Después, se lavan con tampón fosfato 100 mM,
pH 7.4, y posteriormente con agua bidestilada, se dejan secar y se guardan en cajas, a 4V,
hasta su inmersión en emulsión fotográfica.
3.4.6.3 INMERSIÓN DE LOS CORTES HISTOLÓGICOS EN EMULSIÓN
FOTOGRÁFICA.
En una cámara oscura con luz de seguridad (una lampan de 15 w bajo un filtro
Kodak ni), la emulsión fotográfica LMl se diluye con glicerol al 1% en una proporción 1:1,
se calienta a 430<2 y se mantiene a esa temperatura en un baño. Entonce~, los portaobjetos
precalentados a 430(2 en una placa caliente, se sumergen verticalmente durante 5 segundos en
la emulsión. A continuación, se sacan los portaobjetos de la emulsión y se dejan escurrir en
posición vertical sobre material absorbente durante 2-3 minutos, para luego colocarlos sobre
una placa fría a 40(2 hasta que se secan totalmente. Por último, los portaobjetos se guardan
durante 6-8 días a 4V en cajas opacas, que contienen gel de silice como desecante, para su
exposición. Una vez concluido el periodo de exposición de la emulsión fotográfica, los
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portaobjetos se revelan en oscuridad con líquido revelador Kodak D- 19 durante 5 minutos a
2ffC, se fijan con el fijador Hypam diluido 1:4 durante 15 minutos y se lavan con agua
corriente durante 20 minutos. El tiempo de exposición se determina en cada experimento
reservando secciones que son reveladas tras diferentes periodos de tiempo, pan conseguir
una densidad de granos de plata adecuada.
14.6.4 ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS DE LA MICROAUTORRADIOGRAFÍA
Las secciones se observan con un microscopio con condensador de campo oscuro
y se fotografía, con película de 36 mm en blanco y negro (100 ASA), la zona adyacente
al nervio óptico en cada una de las retinas. Las condiciones de iluminación (posición del
condensador e intensidad luminosa) fueron las mismas para todas ‘las secciones. A
continuación, se tiñen las secciones con azul de toluidina (azul de toluidina al 0.05 % en
tampón benzoato 10 mM>, se deshidratan, pasándolos por una serie de alcoholes y
xileno, y se montan los portaobjetos con cubreobjetos. Una vez teñidos los cortes, se
fotogra~n con el condensador de campo claro los mismos campos. que habían sido
fotografiados en campo oscuro, para su posterior comparación.
Los negativos de las fotografías tomadas con el condensador de campo oscuro se
digitalizan y analizan para determinar la densidad óptica debida a los granos de plata en
las distintas capas de la retina. Para ello, se mide la densidad óptica sobre una línea que
atraviesa perpendicularmente a la retina, en una zona representativa de cada una de las
secciones, con el programa informático de densitometría Image Master. Este tipo de
análisis se realiza en todos los cortes de los tres experimentos realizados por separado,
para poder comparar los resultados.
3.4.7. CUANTIFICACIÓN DE LA ET-1-IR EN EL PLASMA.
3.4.7.1 EXTRACCIÓN DE LA ET-1 INMUNORREACTIVA.
Los péptidos fueron extrailos según el método usado para el PAN plasmático
(Gutkoswka y coL, 1987>. Se utiliza un volumen de 1.5 ml de plasma d~ cada una de las
ratas de cada grupo y de cada tiempo de tratamiento. Se extrae la - ET- 1 utilizando
columnas Sep-Pak <2-18 que fueron previamente activadas con 8 ml deacetonitrilo puro
y a continuación con 8 ml de acetato amónico al 2% a pH 4.0. El plasma se aplica en las
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columnas que se lavan con 5 ml de acetato amónico al 2% a pH 4.0, la ET-l absorbida
en la columna se eluye con 3 ml de acetonitrilo al 60 % en acetato amónico al 0.2% a pH
4.0. El disolvente orgánico se evapora bajo una corriente de gas nitrógeno y a
continuación los eluidos se liofilizan y se guardan a ~20oC.
3.4.7.2 RADIOINMUNOANÁLISIS DE ET-1.
Este método está basado en la técnica de radioinmunoanálisis descrito por
Gutkowska y coL (1987). El residuo liofilizado se resuspende con el tampón de
radioinmunoanálisis (RIA> (tampón fosfato 0.1 M a pH 7.4 con NaCí al 0.3%, BSA al
0.1% y Tritón-X-100 al 0.1%). La ET-l-IR se cuantifica usando antisuero de conejo
anti-ET-1 con una dilución final de 1:90.000. Se usa ‘251-ET-l como marcador y como
hormona patrón se utiliza ET-l comercial. El antisuero reacciona con un 100% de la ET-
1, y tiene una reacción cruzada del 7% con la ET-2, del 7% con la ET-3, del 35% con la
“Big-ET-1”porcina, del 17% con la “Big-ET-l” humana y no presenta reacción cruzada
con otros péptidos no relacionados como la somatostatina, B-endortina, angiotensina,
vasopresina, o PAN.
El radioinmunoanálisis se comienza incubando 100 pl de las muestras o de la ET-
1 estándar con 100 pl del antisuero durante 48 horas a 4O<2~ A continuación, se añade
‘251-ET-1 a una concentración final de 6 pM y se incuba durante otras 24 horas a 40(2• El
complejo hormona marcada-anticuerpo se separa de la hormona marcada libre con la
adición de 100 pl de un antisuero de cabra anti-gammaglobulina de conejo diluido 1:20
más 100 pl desuero normal de conejo diluido 1:50. Después de 2 horas de incubación a
250<2, se añade 1 ml de polietilenglicol 8.000 diluido al 6.25% en agua bidestilada y se
centrifuga los tubos a 900 xg durante 20 minutos. El sobrenadante se elimina por
aspiración, y la radiactividad del precipitado se mide en un contador ‘gamma LKB. La
sensibilidad del PSA es de 0.12 finol/tubo. El 50% de intercepción es de 2.7 fmol/tubo.
La variación interensayo es del 15%, y la intraensayo del 12%. La recuperación de 1.5 y
3 finol de ET-l añadidos al plasma durante la extracción en las columnas es del 78 ±
4.2% (n=10).
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3.5 ANÁLISIS DE LOS DATOS.
El cálculo de la Kd y la Bmax a partir de los resultados obtenidos en los ensayos
de saturación, fueron hallados mediante un análisis de regresión no lineal utilizando los
programas EBDA y LJGAND. El estudio estadístico se realiza con un ordenador
personal mediante el programa infonnático SPSS para Windows, versión 6.0. En primer
lugar, se realizó un análisis descriptivo de los datos, calculando algunos parámetros
estadísticos resumen de los mismos (valor máximo, valor mfriimo, media, desviación
típica, error estándar etc.>. Para la comparación de medias se utiliza, tras la aplicación del
test de Levene para la igualdad de varianzas, un análisis de varianza de una vía seguido
del test de Bonferroni.
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4. RESULTADOS
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4.1. PARÁMETROS METABÓLICOS Y BIOQUIMICOS.
4.1.1 PESO CORPORAL.
Las curvas que representan la evolución del peso corporal en los tres grupos de ratas se
muestran en la Fig.9. En el grupo de ratas diabéticas tratadas con insulina (GT), el peso
corporal aumenta con la edad de forma paralela a como lo hace en el grupo control (GC),
aunque a partir de la sexta semana, contada desde el comienzo del experimento, las ratas del
GT tienen un peso ligeramente inferior a las del GC. Sin embargo, los animales del grupo de
ratas diabéticas (<3D> no aumentan su peso significativamente durante todo el periodo de
tiempo que abarca el experimento.
EVOLUCIÓN DEL PESO
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flg. 9.- Evolución del peso durante el experimento, en los animales del CC (O), del GD (A) y del
GT (Cs). Los valores corresponden a la media ±SEM del peso de todos los individuos de cada grupo.
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4.1.2 GLUCEMIA.
En la Fig. 10 se muestran los valores medios de la glucemia en los tres grupos de ratas
durante el tiempo que abarca el experimento. La glucemia de las ratas del GD se encuentra
elevada significativamente, en relación con los valores del OC, desde las 48 horas del
tratamiento con STZ, y se mantiene alta durante todo el experimento. En las ratas del GT
debido al tratamiento con insulina, la glucemia se mantiene en valores próximos a la de los
animales del OC, aunque se observan ligeras fluctuaciones de la glucemia, especialmente
durante los 15 primeros días de tratamiento, que se producen hasta que se ajusta la dosis de
insulina adecuada a cada animal.
EVOLUCIÓN DE LA GLUCEMIA
‘LI
o
-J
o
—•— GO
—6—3D
—6—Gr
650
600
550
500
450
400
350
300
250
200
150
100
50
0 2 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 90
TIEMPO (Días)
Fig 10.- Evolución de la glucemia duranteel experimento en los animales de] CC (•), del CD (A) y
del CT (t). Los valores corresponden a la media ±SEM de la glucemia de todos los individuos de
cada grupo.
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4.1.3 INSULINA INMUNORREACTIVA.
El tratamiento con STZ provoca en las ratas la incapacidad de producir insulina en el
páncreas, debido a la destrucción de las células 13 de los islotes de Langerhans, como
demuestra la baja concentración de insulina-IR en el plasma de las ratas del <3D (Fig. 11), que
es significativamente distinta a la presente en el <3<2 a los tres tiempos estudiados (P’c0.0l).
Debido a la inyección diaria de insulina, en el (IT la concentración de insulina-IR es similar a la
del <3(2, sin que exista entre ambos grupos una diferencia significativa en ninguno de los tres
tiempos estudiados.
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Fig. 11.- Insulina inmunorreactiva en el plasma de los animales del CC (@), del (3D (A) y del 01
(t) a los 15, 45 y 90 días de la inducción de la diabetes, a) diferencia significativa (pc 0.01)
respecto del CC, b) diferencia significativa (p.c 0.01) respecto del Cl.
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4.2. ANÁLISIS INMUNOmSTOQUÍMICO DE LAS
SECCIONES DE OJO Y DEL PRECIPITADO DE
MEMBRANAS.
4.2.1. ANALISIS DE LAS SECCIONES DE OJO.
4.2.1.1 DISTRIBUCIÓN DE LA ET-1-IR.
En la Fig. 12 se muestran los resultados de la incubación de’ las secciones de ojos,
procedentes de los tres grupos de ratas a los 90 días de la inducción de la diabetes con STZ,
con el antisuero de conejo contra ET-l. En las secciones correspondientes al GC (Fig. 12 A),
las capas en que se detecta una mayor inmunorreactividad son la capa de células ganglionares
((2(2<3) y la capa de núcleos interna (CNI) de la retina y la coroides. En comparación con el
CC, en el CD (Fig. 12 E> la señal es más intensa en las tres capas mencionadas, y además es
abundante la inmunotinción en la capa de conos y bastones (<2CB), capa en la que apenas se
observa señal en el <3<2. En el GT (Fig. 12 (2) la distribución e intensidad de la señal de la ET-
1-IR es similar a la del <3<2, a excepción de lo que ocurre en la CCB, en la que la
mmunorreactividad es claramente más intensa que en el CC.
4.2.1.2 DISTRIBUCIÓN DEL ANTÍGENO RELACIONADO CÓN EL FACTOR VIII
DE COAGULACIÓN.
En la Fig. 12 se muestran los resultados de la incubación de las secciones de ojos
procedentes de los tres grupos de ratas, a los 90 días de la inducción de la diabetes con STZ,
con el antisuero de conejo contra el antígeno relacionado con el factor VIII de coagulación
humano. Puede observarse la existencia de inmunorreactividad en la CCC, entre las dos capas
de núcleos de la retina (CNE y CNI> y en la coroides, en las secciones de los tres grupos de
animales. No se aprecian diferencias significativas en la intensidad y la distribución de la señal
entre los tres grupos de animales.
Cuando las secciones se incubaron con suero normal de conejo, en vez de en presencia
del antisuero de conejo, las secciones quedaron libres de la inmunotinción.
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Ftg. 12.- Localización ininunohistoquñnica de la ET-l-IR (A-C) y del factor-VIII-IR (D-L) en las
secciones de ojo (A-F) y en el primer ((3-1) y segundo (J-L) precipitado de lapreparación de membranas
procedentes de ratas del CC (A,D,G,J), del (3D (B,E,H,K), y del CT (C,F,I,L) a los 90 días de la
inducción de la diabetes. Las secciones fueron incubadas con el antisuero de conejo contra el antígeno
relacionado con el factor VIII de coagulación humano o con el antisuero de conejo contra ET-1,
reveladas con inniunoperoxidasa y DAB, y teñidas con azul de toluidina. (E esclerótica, C coroides,
CCB capa de conos y bastones, CNE capa de núcleos externa, CNI capa de núcleos interna, CPI capa
plexiforme interna, CCC capa de células ganglionares.(SOX).
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4.2.2 ANÁLISIS DE LAS SECCIONES DE LOS PRECIPITADOS DE LAS
PREPARACIONES DE MEMBRANAS DE RETINA.
El análisis inmunohistoqulmico de los precipitados obtenidos durante la preparación de
membranas (Fig. 12) muestra que el precipitado obtenido en la primera centrifugación de la
preparación de las membranas de retinas (primer precipitado), presenta una elevada
inmunorreactividad frente al antisuero contra el factor VIII de coagulación humano, mientras
que el precipitado obtenido con la segunda centrifugación de la suspensión de membranas de
retina (segundo precipitado), apenas es mmunorreactivo. Estos resultados indican que la
primera centrifugación a que es sometido el homogeneizado de las retinas, elimina la mayor
parte de los vasos de la suspensión de membranas en los tres grupos de ratas.
4.3. ENSAYOS DE UNIÓN DE LA ENDOTELINA A SUS
RECEPTORES EN LAS MEMBRANAS DE RETINA.
En los tres grupos de ratas y para los tres tiempos estudiados, la unión de ‘25I-ET-l y
125I-ET-3 a las membranas de retina aumenta proporcionalmente con el incremento de la
concentración de proteínas en el medio de incubación, en el rango de 5 a 50 pg de proteína.
Esta unión es específica, ya que es desplazada por ET-l o ET-3 (0.1 pM), y sin embargo otros
péptidos como somatostatina, PAN, o insulina no afectan a dicha unión.. La unión no específica
en estos ensayos, la que no es desplazable por ET-1 o ET-3, fue en todos los casos inferior al
10% de la unión total.
4.3.1 ENSAYOS DE SATURACIÓN.
Estos ensayos se realizan para calcular la afmidad y la densidad de los sitios de unión
para la ‘25I-ET-1 y ‘25I-ET-3 en las membranas de la retina neural de los tres grupos de ratas, a
los tres tiempos estudiados.
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En estudios previos (de Juan y coL, 1993 y 1995) hemos demostrado que, en la retina
neural de ratas normales, están presentes dos tipos de receptores para las ETs, el receptor
ETA, con mayor afinidad por la ET-l que por ET-3 y el receptor ETB, con igual afinidad por
ET-1 y ET-3. Así mismo, hemos podido comprobar que, debido a la concentración de
hormona marcada que se usa en estos experimentos (hasta un máximo de 150 pM), la unión de
125 I-ET-3 a los receptores ETA es prácticamente despreciable, por causa de la baja afinidad
que esta hormona tiene por los receptores ETA (la Kd de la ET-3 por el receptor ETA está
entre 10 y 100 nM). Por tanto los receptores que se ponen de manifiesto en los ensayos de
saturación usando 125 I-ET-3 son receptores, en su práctica totalidad, Efl, mientras que los
detectados usando ‘25I-ET- 1 corresponden a la suma de los receptores ETA y ETB.
Al aplicar la transformación de Scatchard (Scatchard, 1949) a los resultados de los
ensayos de saturación utilizando “51-ET-1 y ‘251-ET-3, obtenemos las rectas cuya pendiente
representa la constante de disociación (1(d), y cuyo punto de corte con el eje de las abeisas
representa la densidad de receptores (Bmax). Ambos parámetros se obtienen en unidades pM,
y en el caso de la Bmax las unidades son transformadas a finol/mg de proteína para poder
comparar los valores entre distintos ensayos.
La Fig. 13 muestra las curvas de saturación (gráficas pequeñas> y las correspondientes
transformaciones de Scartchard (gráficas grandes) utilizando ‘251-ET- 1 (columna izquierda) y
‘251-ET-3 (columna derecha) en un experimento representativo con membranas de retina de
cada uno de los grupos de ratas a los 15 (A y B), 45 (C y D) y 90 (E y e días de la inducción
de la diabetes.
El análisis de los resultados, utilizando los programas informáticos EBDA y LIGAND,
de cuatro experimentos independientes y similares al anterior indicaron la presencia de una sola
clase de sitios de unión para ambas hormonas marcadas, puesto que el coeficiente de Hill, que
representa el ajuste de los puntos a una línea recta no fue significativamente distinto de 1 en
ningún caso. El análisis estadístico (comparación de medias mediante uh análisis de varianza de
una vía seguido del test de Bonferroni) de los resultados de los experimentos de saturación (Tabla
1), demuestra que los valores de Kd de la ‘251-ET- 1 no son significativamente diferentes, tanto
entre los tres grupos de ratas para cada tiempo estudiado, como dentro de cada grupo en cada
uno de tres tiempos estudiados, lo que indica que en todos los grupos de animales, la afinidad de la
1251-ET-l por sus sitios de unión, es la misma. De igual manera, tampoco existen diferencias
significativas entre los valores de Kd para la ‘251-ET-3, ni entre grupos, ni dentro de cada grupo, a
los tres tiempos estudiados.
68
RESULTADOS
TABLA 1. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS DE SATURACIÓN.
GRUPO EXPERIMENTAL ‘251-ET-l ‘251-ET-3
Kd Rmax Kd Bmax
GRUPO CONTROL (GC)
15 DíAS DE TRATAMIENTO
61±12 Ii98±15 57±l’0 1106±5.7
47±13 1119±24> 52±8
65±16 1175±15 66±8 1110±7.8
45 DíAS DE TRATAMIENTO
GRUPO DIABÉTICO (GD)
GRUPO TRATADO (GT)
GRUPO CONTROL (GC) 61±8 1150±35 44±6 1 98±13
49±6 ¡ 143±21 46±9 j 120±1<GRUPO DIABÉTIC (GD)
GRUPO TRATADO (GT) 48±5 1164±26 56±6 1113±16
90 DÍAS DE TRATAMIENTO
63±3 1131±1< 41±3
51±4 1141±25 40±4 llo±
2Oa)b)
57±3 1171±21 52±6
GRUPO CONTROL (GC)
GRUPO DIABÉTICO (GD)
GRUPO TRATADO (GT)
Tabla 1.- Valores de Kd (pM) y Bmax (Vmd/mg de proteína) obtenidos a partir de cuatro experimentos
de saturación independientes utilizando ¡25 I-ET-I y 125 I-ET-3 y membranas de retina de los tres
grupos de ratas a los 15, 45 y 90 días de la inducción de la diabetes. Los datos son la media ±SEM
(n—4) o) diferencia significativa (pcO.05) respecto del OC para un mismo tiempo. b) diferencia
significativa (pc0.05) respecto del 01 para un mismo tiempo, c) diferencia significativa (p<O.OS)
respecto de los 15 días de la inducción de la diabetes dentro del mismo grupo de animales, d) diferencia
significativa (p~cO.05) respecto de los 45 días de la inducción de la diabetes dentro del mismo grupo de
animales.
Por el contrario, existen diferencias significativas en la Bmax de la 125 I-ET- 1 y la
1251-ET-3
entre los distintos grupos de animales, por lo que, para una mejor observación y estudio se han
representado gráficamente estos valores (de la Tabla 1) en relación con el tiempo de
tratamiento de las ratas (Fig. 14).
En la Fig. 14A puede observarse que, al comparar entre los tres grupos de ratas para un
mismo tiempo, se observa que la Bmax para ¶25 I-ET- 1:
1) a los 15 días, en el GD, es significativamente menor que en el GC.
2) a los 45 y 90 días no existen diferencias significativas entre los tres giupos de animales.
En lamisma Fig. 14A, en relación con el tiempo, el valor de Bmax para ‘251-ET-1:
1) en el GC disminuye con la edad, siendo significativamente mayor en las ratas de 15 días que
en las de 90 días.
2) en el OD tiende a aumentar con la duración de la diabetes, aunque no existen diferencias
significativas entre los tres tiempos estudiados.
3) en el GT no hay variaciones entre los tres tiempos estudiados.
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Fig. 14.- Representación gráfica de los valores de Bmax (flnol/mg de proteína) obtenidos a partir de los
resultados de los experimentos de saturación (Tabla 1) utilizando ‘~ I-ET-1 (gráfica A) y 125 J~gf..3
(gráfica B) con membranas de reúna de los animales del OC (@),del OD (A) y del 01 (t) a los 15,
45 y 90 días de la inducción de la diabetes. Las barras verticales representan la SEM de cada
determinación, ~>diferencia significativa (p.cO.OS) respecto del OC para un mismo tiempo, b> diferencia
significativa (p.cO.05) respecto del GT para un mismo tiempo, O) diferencia significativa (p<O.OS)
respecto de los 15 días de la inducción de la diabetes dentro del mismo grupo de animales, d> diferencia
significativa (p.cO.O5) respecto de los 45 días de la inducción de la diabetes dentro del mismo grupo de
animales (n=4).
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En la misma Fig. 14B, en relación con el tiempo, el valor de Bmax para ‘251-ET-3:
1) en el OC y el GT disminuye con el tiempo, siendo significativamente mayor a los 15 y a los
45 días que a los 90 días en ambos grupos.
2) en el OD aumenta con el tiempo, y es significativamente menor a los 15 días que a los 45
días.
4.3.2 ENSAYOS DE COMPETICIÓN PARA CALCULAR EL
PORCENTAJE DE RECEPTORES TIPO A (ETA) Y TIPO B (ETB) DE
ENDOTELINA.
Los resultados obtenidos en estos experimentos aparecen reflejados en la Tabla II, en la
que se muestran los porcentajes de receptores ETA y ETB calculados usando los análogos
especificos BQ123 (antagonista del receptor ETA) y S6c (agonista del receptor ETB) en los
tres grupos de ratas para los tres tiempos estudiados.
TABLA II. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS DE
DESPLAZAMIENTO UTILIZANDO LOS ANALOGOS 56C Y BQ123.
GRUPO EXPERIMENTAL USANDO BQ123 USANDO S6C
% ETA %ETB %ETA %ETB
15 DíAS DE TRATAMIENTO
RATAS CONTROLES (OC) 36±10 64±10 39±7 61±7
RATAS DIABÉTICAS (OD) 41±11 59±11
RATAS TRATADAS (GT) 31±15 69±15 36±6 64±6
45 DIAS DE TRATAMIENTO
RATAS CONTROLES (OC) 53±9 47±9 34±7 66±7
RATAS DIABÉTICAS (OD) 36±3 64±3 36±3 64±3
RATAS TRATADAS (GT) 36±4 64±4 39±5 61±5
90 DIIAS DE TRATAMIENTO
RATAS CONTROLES (OC) 49±4 51±4 51±3 49±3
RATAS DIABÉTICAS (OD) 2s±r)b)c>
75±2a)b>c) 31±3a)c) 69±30)e)
RATAS TRATADAS (GT) 37±4 63±4 53±6 47±6
Tabla II.- Porcentaje de receptores tipo A (ETA) y tipo B (ETh) obtenidos a partir de cuatro
experimentos de competición realizados de forma independiente utilizando ‘“I-ET-1 y membranas de
reúna de los tres grupos de ratas a los 15, 45 y 90 días de la inducción de la diabetes, en presencia de
los análogos específicos BQ123 y Sóc. Los datos son la media ±SEM (n—4). > diferencia significativa
(p<cO.05) respecto del GC para un mismo tiempo, b> diferencia significativa (p<0.OS) respecto del GT
para un mismo tiempo, e) diferencia significativa (p.cO.05) respecto de los 15 días de la inducción de
la diabetes dentro del mismo grupo de animales, d) diferencia significativa (pcO.O5) respecto de los 45
días de la inducción de la diabetes dentro del mismo grupo de animales.
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Puede observarse que, en cada grupo de animales, el porcentaje de receptores
calculado a partir de los experimentos realizados con uno de los análogos, es similar al
calculado utilizando el otro análogo. Por otra parte, cuando se suma el porcentaje de
receptores ETA calculado utilizando uno de los análogos y el porcentaje de receptores ETB
calculado utilizando el otro análogo, el resultado no es, en ningún caso, significativamente
distinto de 100.
En la Mg. 15, utilizando los valores de la Tabla II, se representa gráficamente la proporción de
receptores ETA y ETB calculada usando los análogos BQ123 y S6c, respectivamente. En la
Mg. lSA puede observarse que, al comparar entre los diferentes grupos para un mismo tiempo, se
observa que la proporción de receptores ETA:
1) a los 15 y a los 45 días no existen diferencias significativas entre los tres grupos de
animales.
2) a los 90 días es significativamente menor en el GD que en el GC.
En la misma Fig. 15A, en relación con el tiempo de tratamiento, la proporción de
receptores ETA:
1) en el GC tiende a aumentar, aunque no existen diferencias significativas.
2) en el OD disminuye, y es significativámente mayor a los 15 que a los 90 días.
3) en el GT tiende a aumentar, aunque no existen diferencias significativas.
En la Fig. 15B puede observarse que, al comparar entre los diferentes: grupos para un mismo
tiempo, se observa que la proporción de receptores ETB:
1) a los 15 y a los 45 días no aparecen diferencias significativas entre los tres grupos.
2) a los 90 días, en el GD, es significativamente mayor que en el GC.
En la misma Fig. ISB, en relación con el tiempo de tratami9nto, la proporción de
receptores ETB:
1) en el GC y en el GT tiende a disminuir, aunque no existe una diferencia significativa entre
los tres tiempos estudiados en ambos grupos.
2) en el OD aumenta, y es significativamente menor a los 15 días que a los 90 días.
En experimentos de competición, similares a los descritos en los. párrafos anteriores, en
los que se utilizó ¶25 I-ET-3, el 56c desplaza totalmente la unión especifica de la hormona,
mientras que el BQ123 no afecta a dicha unión.
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Hg. 15.- Representación gráfica de los porcentajes de receptores ETA (gráfica A) y ETB (gráfica B)
obtenidos a partir de los experimentos de competición (Tabla II) utilizando “5 I-ET- 1 y membranas de
reúna de los animales del OC (•), del OD (A) y del GT (~) a los 15, 45 y 90 días de la inducción de
la diabetes, en presencia de los análogos específicos BQ123 y Sác. Las barras verticales representan la
SEM de cada determinación. > diferencia significativa (p.cO.05) respecto del OC para un mismo tiempo,
b) diferencia significativa (p<0.05) respecto del GT para un mismo tiempo, C> diferencia significativa
(p’c0.05) respectode los 15 días de la inducción de la diabetes dentro del mismo grupo de animales, d)
diferencia significativa (p.cO.05) respecto de los 45 días de la inducción de la diabetes dentro del mismo
grupo de animales (n=4).
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Los ensayos de unión de las ETs a sus receptores en las membranas de retina
demuestran que existen dos poblaciones de receptores de alta afinidad para estas hormonas en
la retina de rata, cuyas caractetticas coinciden con los descritos en la bibliografía como
receptor tipo A (ETA), con mayor afinidad por la ET-l que por ET-3 y receptor tipo B (ETB),
con igual afinidad por ¡25 I-ET-l y 125 I-ET-3. En los ensayos de saturación se pone de
manifiesto que la densidad de receptores para ET- 1 es mayor que para ET-3 en todos los
grupos de animales, esto es debido a que la 125 I-ET-3, en las condiciones en que se realizan
estos ensayos, sólo se une a los receptores ETB, puesto que presenta una baja afinidad por los
ETA. Por tanto, los receptores que se ponen de manifiesto en los ensayos de saturación usando
125 I-ET-3 son receptores, en su práctica totalidad, de tipo ETB, mientras que los que se
detectan con la 125 I-ET-l corresponden al total de los receptores, es decir, la suma de los
receptores ETA y ETB.
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Fig. 16.- Porcentaje de receptores LIB en las membranas de reúna de las ratas del CC (eX del OD
(A) y del 01 (tj. a los 15, 45 y 90 días de la inducción de la diabetes calculados a partir de los
experimentos de saturación (se considera que los receptores que se detectan usando ‘251-ET-3 son de
tipo LIB, y que los que se detectan usando “5I-ET-1 son el total (ETA + LIB) de receptores (n=4).
Las barras verticales representan la SEM de cada determinación, ~ diferencia significativa (pcO.05)
respecto del GC para un mismo tiempo, b) diferencia significativa (pcO.05) respecto del 01 para un
mismo tiempo, O diferencia significativa (p<O.OS) respecto de los 15 días de la inducción de la diabetes
dentro del mismo grupo de animales, A) diferencia significativa (pcO.05) respecto de los 45 días de la
inducción de la diabetes dentro del mismo grupode animales (n=4).
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De esta manera, como muestra la Fig. 16, se puede calcular el porcentaje de receptores
ETB a partir de los experimentos de saturación (Tabla 1), considerando que los receptores que
125se detectan usando 1-ET-3 son tipo ETB, y que los que se detectan usando ‘251-ET-l son el
total de receptores (ETA + En). Se puede observar como existe una clara analogía entre los
porcentajes así obtenidos (Hg. 16) y los conseguidos utilizando los ánálogos especificos de.
ambos tipos de receptores (Mg. 15B).
Por tanto, la densidad y la proporción de los dos tipos de receptores de endotelina en
las membranas de reúna de rata varían por efecto de, al menos, dos factores, la edad y la
diabetes, puesto que pueden observarse diferencias significativas tanto dentro de cada grupo
con el tiempo de tratamiento, como entre grupos en cada tiempo estudiado. Es especialmente
significativo el descenso de la Bmaix de la ‘251-ET- 1 en el OC durante el periodo de tiempo que
abarca el experimento, este descenso no se produce en el (IT, mientras que en el en el GD la
Bmax incluso aumenta. Es importante señalar el descenso de la Bmax de la ‘251-ET-3 en el OC
y en el GT, mientras que en el (ID este parámetro se eleva durante el periodo de tiempo
estudiado. Estos cambios en la Bmax implican un cambio en la proporción de sitios de unión
para ‘251-ET-l y ‘251-ET-3, que es corroborado por los experimentos de competición usando
BQ123 y 56c, en los que se muestra que en el (ID aumenta la proporción de ETB durante el
periodo que abarca elexperimento, siendo significativamente mayor que en el OC y el (IT a los
90 días de la inducción de la diabetes.
4.4 UNIÓN COVALENTE DE AFINIDAD DE LA 1251-ET-1 Y
LA’251-ET-3 A LAS MEMBRANAS DE RETINA.
Estos experimentos permiten caracterizar, por su peso molecular, las proteínas de las
membranas de la tetina neural de rata a los que se une¡i las dos hormonas marcadas que se han
utilizado. Como muestra la Fig. 17, la incubación de membranas de reúna de los tres grupos de
ratas a los 90 días de la inducción de la diabetes con ‘251-ET-l (A) o con ‘251-ET-3 (B), seguido de
unión covalente de afinidad (cross-linking) con DSS entre la hormona y el receptor, y su posterior
electroforesis en geles de poliacrilamida, dio como resultado la aparición, en los tres grupos de
animales, de dos bandas especificas a las que corresponde una masa aparente aproximada de 34 y
52 KDa. Las bandas marcadas son especfficamente eliminadas cuando la incubación de las
membranasse realiza en presencia de ET- 1 oET-3 a una concentración0.1 gM.
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Fig. 17.- Unión covalente de afinidad y movilidad electroforética de los sitios de unión de ‘251-ET-1 (imagen A) y 1251
ET-3 (imagen E) presentes en las membranas de retina de los animales del OC, del GD, y del OT a los 90 días de la
inducción de la diabetes. Las membranas fueron incubadas con hormona marcada ~¡25 I-ET-l o ‘251-ET-3), 40 pM, en
ausencia (-) o en presencia(+) de 0.1 iM de la hormona no marcada.
A ‘251-ET-l
52 KDa>..
34 KDB>
GC GD GT
B ‘251-ET-3
52 KDa>..
34 KDa>’”
&) (-4-) (-)
GD
(-) (-4-) (-4-)
GC GT
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4.5. MICROAUTORRADIOGRAFIA.
Estos experimentos fueron diseñados para conocer la distribución de los sitios de unión
125 lade la I-ET-1 y ¡25 I-ET-3 en la retina de los tres grupos de ratas a los 90 días de la
inducción de la diabetes.
4.5.1 SECCIONES INCUBADAS CON ‘251-ET-1.
Los resultados de los experimentos de microautorradiografía utilizando 125 I-ET-l se
reflejan en las Fig. 18, que muestra las imágenes obtenidas con el fotomicroscopio a partir
cortes seriados de ojos del GC (Fig. 18 A-E), del GD (Fig. 18 F-J) y del GT (Fig. 18 K-O) a
los 90 días de la inducción de la diabetes. En la primera fila (Mg. 18 A,F,K) se muestran las
secciones incubadas con ¡25 I-ET-l 40 pM en ausencia de ligandos no marcados, teñidas con
azul de toluidina y fotografiadas con el condensador de campo clarb; en ellas se señala la
situación de la esclerótica (E), la coroides (C) y las distintas capas de la retina. El resto de las
imágenes de la Fig. 18 se han fotografiado con el condensador de campo oscuro y encima de
cada una de ellas aparece la gráfica con el perfil de densidad óptica conseguido sobre una línea
perpendicular a la retina en cada una de las secciones (ver sección 3.4.6.4 de Materiales y
Métodos). Cada uno de los tres perfiles que acompañan a cada fotografía pertenece a un
experimento independiente. De los tres, el representado por a línea más gruesa, es el obtenido
sobre la línea blanca marcada en la fotografía de campo oscuro que aparece en la figura.
Puede observarse que existe un claro paralelismo entre los tres perfiles de densidad
óptica en todas las figuras, lo que indica que los resultados obtenidos ¿n los tres experimentos
son similares. En todas las imágenes de campo oscuro, la esclerótica aparece muy brillante
aunque apenas presenta granos de plata, debido a que las fibras de este tejido reflejan
intensamente la luz del condensador de campo oscuro. En todos los casos, la coroides presenta
una densidad elevada de granos de plata sin diferencias relevantes entrelos tres grupos.
En las secciones incubadas con ¡25 I-ET- 1 40 pM en ausencia de ligandos no marcados
procedentes del GC (Mg. 18 B), los granos de plata aparecen distribuidos sobre todas las capas
de la retina siendo más abundantes en las capas más internas: la capa de núcleos interna (CNI),
la capa plexiforme interna (CPI) y en la capa de células ganglionares (CCG).
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Fig. 18.- Localización mediante miaoautorradiograffa de los sitios de unión para I-ET-l en
secciones consecutivas de los ojos de las ratas del OC (A-E), del OD (F-J), y del 01 (K-O) a los 90
días de la inducción de la diabetes. Todas las secciones fueron incubadas con 25 I-ET-1 (40 pM). Las
secciones incubadas en ausencia de ligandos no marcados (B,G,L) muestran la localización del total de
los sitios de unión (receptores ETA+ETB). La incubación de las secciones en presencia de ET-1 0.lpM
(C,H,M) elimina casi por completo los granos de plata, indicando que la señal obtenida en el resto de
las secciones es específica. En las secciones incubadas en presencia de Sóc 0.1 MM (D,I,N) los granos
de plata muestran la localización de los receptores ETA, mientras que las secciones incubadas en
presencia de BQ123 1pM (E,J,O) los granos de plata muestran la situación de los receptores ETE. En
la parte superior de cada imagen de campo oscuro aparece una gráfica kjue muestra el perfil de
densidad óptica obtenido sobre una línea que atraviesa perpendicularmente la retina. Cada uno de los
tres perfiles corresponde a un experimento independiente, él perfil representado con la línea más
gruesa representa la densidad óptica obtenida sobre la línea blanca marcada en la fotografía de campo
oscuro que se muestra. Las imágenes de campo claro (A,F,K) se corresponden con las secciones
incubadas en ausencia de ligandos no marcados (H,O,L). (E esclerótica, C coroides, CCB capa de
conos y bastones, CNE capa de núcleos externa, CNI capa de núcleos interna, CPI capa plexiforme
interna, CCG capa de células ganglionares.(80X).
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En las secciones procedentes del CD (Fig. 18 G) la distribución de los sitios de unión
de la 125 I-ET- 1 muestra un patrón similar al correspondiente al OC, aunque en la CCO los
granos de plata aparecen formando cúmulos. Sin embargo, en las secciones procedentes del
(IT (Hg. 18 L), a diferencia de lo que ocurre en la retina de los otros dos grupos de ratas, se
observa una intensa señal en la capa de conos y bastones (CCB) y~ en la capa plexiforme
externa (CPE). Al igual que ocurre en el OC, en el (IT los granos deplata también son muy
abundantes en la CCC.
En las secciones adyacentes a las anteriores, incubadas en presencia de ET- 1 0.1 ¡M
(Fig. 18 C,H,M), la adición de hormona no marcada elimina por com¡~leto la aparición de los
granos de plata, lo que indica que la señal obtenida es específica.
125En las secciones incubadas con I-ET-l en presencia de S6c 0.1 ¡iM (Fig. 18 D,I,N)
los granos de plata muestran la localización de los receptores ETA. En las secciones del OC
(Fig. 18 D), los granos de plata aparecen distribuidos de forma difusa y homogénea sobre
todas las capas de la retina. Una distribución similar se observa en las secciones del CD (Fig.
18 1). Sin embargo, en las secciones del (IT (Fig. 18 N), se observa una densa banda de granos
de plata extendiéndose entre la CM y la CCG.
En las secciones incubadas con ‘251-ET-1 en presencia de BQ123 liM (Fig. 18 E,J,O)
los granos de plata muestran la localización de los receptores ETB. En las secciones
correspondientes al OC (Fig. 18 E), la señal aparece difusa sobre la cápa de núcleos externa
(CNE), la CNT y la CCB, mientras que en la CCC se observan densos cúmulos de granos de
plata. En las secciones del CD (Fig. 18 J) la distribución de la señal es similar a la del OC. En
las secciones del (IT (Hg. 18 0) se observa una difusa cubierta de granos de plata sobre todas
las capas de la retina, sin que aparezcan los cúmulos de granos que se observan sobre la CCG
en los otros dos grupos de ratas.
125En resumen, en la retina del OC los sitios de unión de I-ET- 1 se detectan en todas las
capas, siendo más abundantes los ETB que los ETA. A su vez, mientras los ETA se
distribuyen de forma homogénea, los ETh se concentran en las capas más internas de la reúna,
especialmente en la CCC. En la retina del (ID, al igual que en el OC, los ETB son más
abundantes que los ETA en las capas más internas de la retina, pero aparecen formando
cúmulos en la CCC. Los ETA también aparecen distribuidos de forma homogénea. En la retina
del CT los sitios de unión de ‘251ET 1 son más abundantes que en la retina del GC o del (ID.
Este incremento es debido principalmente al incremento del número de receptores ETA en las
capas más internas de la retina.
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4.5.2 SECCIONES INCUBADAS CON ‘251-ET-3.
Los resultados de los experimentos de microautorradiografía utilizando 125 I-ET-3 40
pM se reflejan en las Fig. 19, que muestra las imágenes obtenidas con el fotomicroscopio a
partir cortes sedados de ojos del CC (Fig. 19 A-C), del (ID (Fig. 19 D-F) y del (IT (Fig. 19 C-
1) a los 90 días de la inducción de la diabetes. Como en las secciones incubadas con ‘251-ET-l,
la esclerótica aparece muy brillante aunque apenas presenta granos de plata, debido a que las
fibras de este tejido reflejan intensamente la luz del condensador de campo oscuro. En todos
los casos, la coroides presenta una densidad elevada de granos de plata sin diferencias
relevantes entre los tres grupos.
En las secciones procedentes de los tres grupos de ratas, los granos de plata que
corresponden a los sitios de unión de la “51-ET-3 (Hg. 19 A,D,G) aparecen localizados
principalmente sobre las capas más internas de la retina: la CNI, la CPI y la CCG. Por otra
parte las secciones procedentes del CD (Fig. 19 D) muestran una mayor densidad de granos de
plata que las procedentes del OC (Hg. 19 A) y del (IT (Fig. 19 G). La unión de la 1251-ET-3 es
especifica, puesto que la presencia de ET-3 0.1 pM elimina por completo la aparición de los
granos de plata (Fig. 19 B,E,H). La incubación de las secciones en presencia de S6c 0.1 .iM
{Fig. 19 C,F,I), también elimina por completo la aparición de granos de blata, lo que indica que
la ‘251-ET-3, a la concentración que se usa en estos experimentos, se une principalmente a los
receptores ETB.
Estos experimentos demuestran que la ‘~ I-ET-3 a la concentración utilizada (40 pM) sólo
se une a los receptores ETB, por los que tiene elevada afinidad, y que éstos se encuentran
localizados principalmente sobre la coroides y la CCC en lareúna de los tres grupos de animales.
Estos experimentos señalan que la retina del (ID posee mayor núifero de receptores ETB
que la reúna del CC o del (IT.
4.6 MEDIDA DE LA ET-1 INMUNORREACTIVA.
La tabla III muestra los valores de ET-1-IR presentes en el plasma de las ratas de los
tres grupos de ratas a los 15, 45 y 90 días de la inducción de la diabetes.
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TABLA m. ET-1-IIR (pg/ml) EN ELPLASMA DE LAS RATAS
TIEMPO IXAS LA INDUCCIÓN DE LA DIABETES
15 DÍAS 45 DIAS 90 DÍAS
RATAS CONTROLES (OC) 5.7±0.6 4.9±0.4 4.9±0.3
RATAS DIABÉTICAS (CD) 5.6±0.7 5.5 ±0.4 6.8 ±
RATAS TRATADAS (<IT) 4.9±0.5 4.5 ±0.3 4.8 ±0.3
Tabla III.- Valores de ET-l inmunorreactiva en el plasma de las ratas del CC, del Cl) y del GT a los
15, 45 y 90 días de la inducción de la diabetes. Los datos (pg/m]) son la media ±SEM. ‘> diferencia
significativa (pcO.OS) respecto del CC para un mismo tiempo, b) diferencia significativa (pcO.05)
respecto del GT para un mismo tiempo. ‘~ diferencia significativa (p.cO.05) respecto de los 15 días de
la inducción de la diabetes dentro del mismo grupo de animales, d> diferencia significativa (p.cO.OS)
respecto de los45 días de la inducción de ¡a diabetes dentro del mismo grupo de animales (n=12).
La concentración plasmática de ET-l-IR no varía significativamente (p<cO.OS) con el
tiempo en el CC y el <IT. Sin embargo, en el (ID, a los 90 días de la inducción de la diabetes,
los valores de ET-l-IR son significativamente superiores a los del CC y’CT.
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5. DISCUSIÓN
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5 DISCUSIÓN.
Este trabajo muestra, mediante ensayos de unión ligando-receptor, la existencia
de sitios de unión de alta afmidad para las endotelinas en la retina neural de rata.
Nuestros resultados indican que estos sitios de unión coinciden en sus características
con las de los dos tipos de receptores donados en distintas especies devertebrados (Arai
y col., 1992; Sakurai y col., 1992), denominados ETA y ETB. También demostramos,
mediante el clásico modelo experimental de diabetes inducida con SIZ, que la densidad
y la proporción de receptores ETA y Efl en la retina neural de las ratas diabéticas, se
encuentra alterada en comparación con las ratas controles, y que el tratamiento con
insulina no revierte totalmente dichas alteraciones. Es importante resaltar que estos
sitios de unión se encuentran situados en la retina neural, puesto que las preparaciones
de membranas de retina que se utilizan para este tipo de estudios, realizados según el
método descrito por Zahniser y col. (1984), están libres de contaminación vascular. La
ausencia, en nuestras preparaciones de membranas, de inmunorreactividad frente al
factor VIII de coagulación, un marcador de células endoteliales, corrobora estos
resultados.
El análisis de Seatchard de los resultados de los experimentos de saturación
revela la existencia de sitios de unión de alta afmidad, con una Kd entre 30 y SO pM,
tanto para la ET- 1 como para la ET-3, en los tres grupos de ratas (controles, diabéticas,
y diabéticas tratadas con insulina) y a los tres tiempos estudiados (15, 45, y 90 días
después de la inducción de la diabetes con STZ). La identificación de un sólo sitio de
unión en los experimentos de saturación es, sin embargo, compatible con la existencia
de dos poblaciones distintas de receptores de las endotelinas en las membranas de
retina, debido a las características de estos receptores. La ET- 1 pres~nta una afmidad
similar por los dos tipos de receptores localizados en los tejidos de los mamíferos, por lo
que la transformación de Scatchard de los experimentos de saturación utilizando 125
ET- 1 refleja curvas monofásicas, aunque se encuentren presentes en’ el tejido los dos
tipos de receptores. La ET-3 presenta baja afmidad por el ETA, habiéndose calculado
una Kd de aproximadamente 10 nM en la reúna de ratas normales, y alta afinidad por el
ETB, con una Kd de 40 pM (De Juan y col., 1995). En nuestros experimentos de
saturación se usa un rango de concentraciones de 125 J-ET-3 entre 2 y 150 pM y, a estas
concentraciones, la hormona marcada se une mayoritariamente a sus receptores de alta
afmidad, los ETB, mientras que los receptores de baja afmidad, los ETA, quedan
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prácticamente vacíos. Debido a esto, en los experimentos de saturación usando 1251-ET-
3, los resultados de la transformación de Scatchard se ajustan a un modelo de un único
sitio, puesto que sólo se detectan los receptores tipo Efl. En la mayor parte de los
trabajos que aparecen en la bibliografía, en los que se usan bajas concentraciones de
‘251-ET-3, los ensayos de saturación revelan la existencia de un sólo sitio de unión para
ET-3; sin embargo, lshilcawa y col. (1991) utilizando un amplio rango de
concentraciones de ‘251-ET-3 (de entre 0.01 y 5 nM) detectan, mediante ensayos de
saturación en membranas de corazón de rata, la existencia de dos sitios de unión para la
ET-3, uno de baja afmidad que coincide con las características del receptor ETA, y otro
de alta afmidad que coincide con las características del receptor ETB. En la misma
línea, pero utilizando técnicas de microantorradiografía, MeCumber y col. (1994) han
puesto de manifiesto la existencia de receptores tipo ETA en la retina humana utilizando
la capacidad de la ET-3, a bajas concentraciones, para desplazar a la 1251-ET-l de los
receptores ETB, sin afectar a la 1251-ET-1 unida a los receptores ETA. En consecuencia,
es evidente que los experimentos de saturación usando 1251-ET-1 permiten estudiar el
total de los receptores de endotelinas (ETA + ETB), mientras que los’ experimentos de
saturación usando 1251-ET-3 permiten caracterizar solamente los rec¿ptores ETB. Por
otra parte, la utilización de los análogos específicos 56c (un agonista 4e1 receptor ETh)
y BQ123 (un antagonista del receptor ETA), en experimentos de competición por los
sitios de unión de la ‘251-ET-3, en los que la 1251-ET-3 es totalmente tesplazada por la
S6c mientras que el BQ123 no afecta a la unión de la hormona marcada, demuestra que
la ET-3 actúa, a las concentraciones adecuadas, como un ligando especifico de los
receptores ETB, con la ventaja sobre estos análogos de que se trata de un ligando
endógeno de los receptores estudiados.
Los resultados que hemos obtenido al calcular el valor de la Kd de las dos
hormonas marcadas en las membranas de retina de los tres grupos de ratas, son
similares a los previamente obtenidos en nuestro laboratorio en las membranas de retina
de ratas normales (De Juan y col., 1993; y 1995), y en corteza cerebral humana
(Femandez-Durango y col., 1994), así como en otros tejidos como cerebelo de rata
(Wiliiams y coL, 1991), riñón humano y de rata (Davenport y col., 1989), y corazón de
rata (Katwa y col., 1993). Otros autores, sin embargo, han calculado valores de Kd en el
rango nM para los receptores de la ‘251-ET-1 y la 1251-ET-3 en esos mismos tejidos (ver
Lovenger y coL, 1990, para revisión). El análisis de Scatchard en los
1 experimentos de
saturación de estos trabajos, se traduce también en cunas monofásicas que reflejan la
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existencia de un sólo sitio de unión para la ET-1 y la ET-3. Estas discrepancias en la
afmidad de los receptores de las endotelinas, que se observan en los resultados de
distintos autores, parecen ser debidas a la técnica utilizada y a las condiciones de
incubación, y no a la existencia de otros receptores diferentes de los dos tipos que han
sido donados en los tejidos de los mamíferos.
Una interesante característica de estos péptidos es la lenta disociación de las
endotelinas de sus receptores en la mayoría de los tejidos estudiados (Hirata y col.,
1988; Lovenberg y coL, 1990; De Juan y coL, 1993), que algunos autores han
relacionado con su prolongada acción vasoconstrictora (Sirvio y col., 1990). Por este
motivo, Wagonner y col. (1992) sugieren que no se debe asumir que en la unión de las
endotelinas a sus receptores se alcanza el equilibrio químico, al menos en las
condiciones de incubación comúnmente usadas. Estos autores proponen que, para
defmir los parámetros característicos del sistema de las endotelinas, es más correcto
aplicar un análisis cinético de la interacción ligando-receptor, estimando el valor de la
Kd a partir de las constantes cinéticas I<.~ y K1 , que aplicar un análisis al equilibrio y
estimar el valor de la Kd mediante el análisis de Scatchard. Sin embargo, todos los
grupos de investigación referidos en la bibliografía utilizan el análisis de Scatchard para
caracterizar los receptores de estos péptidos, sin duda con el objeto & poder comparar
sus resultados con los previamente publicados, aunque es evidente que las condiciones
de incubación pueden variar substancialmente el valor de los parámetros calculados.
Los experimentos de microautorradiografía demuestran que lQs sitios de unión
específica para
1251-ET- 1 en la retina de los animales del grupo control, aunque aparecen
sobre todas las capas, se concentran principalmente en la coroides y en las capas más
internas de la retina (capa de células ganglionares y capa plexiforme interna). Utilizando
los análogos especificos S6c y BQ123 se pone de manifiesto que, tanto los receptores
ETA como los ETB, aparecen sobre todas las capas de la retina, y que mientras los
receptores ETA aparecen distribuidos de una manera homogénea, los réceptores ETh se
concentran mayoritariamente sobre la coroides y la capa de células ‘ganglionares. La
utilización de los análogos también pone de manifiesto que existe una mayor
abundancia de los receptores ETB que ETA en todas las capas de la retina. De acuerdo
con estos resultados, en el grupo control, los sitios de unión para 125 I-~T-3, que indican
la presencia de receptores Efl, se distribuyen sobre todas las capas de la retina
apareciendo con mayor densidad sobre la coroides y las capas más int¿mas de la retina,
especialmente sobre la capa de células ganglionares. McCumber y cdl. (1994) usando
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una metodología similar a la que nosotros empleamos, aunque sin utilizar análogos
específicos de los dos tipos de receptores, sobre secciones de ojos de conejo albino y
ojos humanos, sugieren que los receptores ETA se encuentran principalmente asociados
a los vasos de la coroides y de las capas internas de la retina, mientras que los receptores
ETB están situados principalmente sobre las capas de la retina que no presentan vasos.
Por otra parte, Sitt y col. (1996) han demostrado, en ojos humanos y;de rata, mediante
autorradiografía usando 1251-ET- 1 y 1251-ET-3 que ambos tipos de receptores aparecen
en todas las capas de la retina, que los vasos de la coroides y de la retina presentan
ambos tipos de receptores, y que en la capa de células ganglionares soñ muy abundantes
los receptores ETB. Nuestros resultados, en parte de acuerdo con los de Sitt y col.
(1996), muestran que la distribución de los receptores de las endotelirias en la retina de
rata es más compleja que la descrita por MeCumber y col., (1994), ya que utilizando la
S6c y BQ123 probamos la presencia de ETA y ETB sobre la coroides y la capa de
células ganglionares, que son capas vasculares en la retina de rata. En resumen, estas
dos capas deben presentar ambos tipos de receptores de las endotelinas, aunque
posiblemente están situados en distintos tipos de células, predominando el ETA sobre
las células vasculares, mientras que el ETB es más frecuente en las células gliales y en
las neuronas.
En este trabajo establecemos la presencia de ET- 1-IR en la retina de las ratas
controles mediante técnicas de inmunohistoquimica en secciones del ojo, apareciendo
marcadas por la inmunotinción la capa de núcleos interna y la capa de células
ganglionares, así como la coroides. Numerosos autores han verificado la presencia de
las endotelinas en la retina. Se han detectado ET-1-IR y ET-3-IR por
radioinmunoanálisis en extractos de retina humana, y de rata (MeCumber y col., 1991;
De Juan y coL, 1993 y 1995; Chakravarthy y coL, 1994). Igualmente, se ha detectado la
expresión del ARNm de estos péptidos en la retina de rata y humana (McCumber y col.,
1989; Chakravarthi y coL, 1998). Mediante técnicas de inmunohistoquimica, Wollesak
y col. (1997) han localizado ET-1-IR en los vasos de la retina humana y en el nervio
óptico, pero no en la retina neural; sin embargo, Sitt y col (1996) han descrito la
presencia de ET-l-IR y ET-3-IR asociadas a los vasos sanguíneos de la retina y,
también, en la capa plexiforme interna y en el segmento interno de los fotorreceptores
de retina humana y de rata.
Todos estos resultados nos hacen pensar que la ET- 1 y la ET-3, al actuar sobre
sus receptores, deben realizar una función fisiológica en la retina neural de la rata, que
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probablemente sea análoga a la que se ha sugerido para ellos en el~ sistema nervioso
central, donde parecen funcionar regulando la actividad neuronal (McCumber y col.,
1989). Diversos trabajos demuestran que las endotelinas activan diferentes procesos en
el tejido nervioso. La activación de los dos tipos de receptores provoca la entrada de
movilización Ca2~Ca2~ extracelular y la del mtracelular en las células nerviosas en
cultivo (Reiser y col., 1990), siendo el Ca2~ un importante mensajéro dentro de las
neuronas. Se ha demostrado que la entrada de Ca2~ extracelular en respuesta a las
endotelinas se produce a través de los canales iónicos sensibles a las diliidropiidinas,
que están presentes en las neuronas retinianas y que intervienen en la transducción de la
señal visual, proceso en el que las endotelinas podrían estar implicadas (Reiser y col,
1990). Por otra parte, se ha descrito la acción despolarizante de las endotelinas en
neuronas de la médula espinal iii vivo (Yoshizawa y col., 1989) y la inhibición de la
secreción de neurotransmisores desde las terminales simpáticas (Nakamura y col.,
1989). Las células gliales, que cumplen múltiples funciones en el mantenimiento de la
homeostasia del tejido neural, también son células diana de las endotelinas, ya que tanto
los astrocitos (Ehrenreich y col., 1991), como la microglia (Yamashita y col., 1994)
presentan receptores de estas hormonas. De igual manera, se ha comprobado que, en
respuesta a las endotelinas, las células gliales liberan NO (Saicurai-Yamashita y coL,
1997) y glutamato (Sasaki y col., 1997), dos importantes mensajeros químicos, que
regulan el funcionamiento neuronaL
Un hallazgo importante, derivado del análisis de los resultados de nuestros
experimentos de saturación y desplazamiento, es que la densidad y la proporción de
receptores de las endotelinas en la retina neural de la rata, varía con la edad. En el grupo
de ratas controles, la densidad total de receptores de las endotelinas, estimados mediante
la Bmax calculada en los experimentos de saturación realizados utilizando I-ET- 1,
disminuye progresivamente con la edad, siendo significativamente mayor a los 15 que a
los 90 días, contados a partir del comienzo del experimento. Este descenso en la
densidad de receptores, es debido principalmente a una disminución de la presencia de
los receptores ETB, ya que la Bmax en los experimentos de saturación utilizando 125
ET-3 disminuye durante el periodo de tiempo que abarca el experimeñto, y también se
produce un descenso en el porcentaje de receptores Efl calculado en los experimentos
de competición. El significado de este hallazgo es, por el momento, desconocido,
aunque Deng y coL, (1999) han demostrado que el flujo sanguíneo en la reúna de ratas
normales de tres meses es significativamente mayor que el que ~e puede medir,
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mediante sonografía Doppler, en ratas normales de 9 meses de edad; lo que, como se
discutirá más adelante, puede estar relacionado con la disminución que se produce con
la edad en la densidad de receptores ETB en la retina neural. Por otrá parte, Vig y col.
(1995) mediante experimentos de unión de radio-ligandos, han demostrado que la
densidad de los receptores de ET- 1 disminuye en las membranas de cerebelo de ratones
entre los 5 y los 20 días tras el nacimiento, y sugieren que esta dismii=uciónes debida a
la degeneración de las neuronas durante el desarrollo del sistema nérvioso. En otros
tejidos, como en el tejido vascular de rata, también se ha descrito una disminución en la
densidad de receptores de la 1251-ET-1 entre los 5 y los 60 días de edad (Ishikawa y col.,
1991; Gu y col., 1992); como esta variación en el número de receptores va acompañada
de una disminución de la respuesta vasoconstrictora a la ET- 1 con la edad, Dohi y col.
(1990) han propuesto que, en el tejido vascular, el tipo de receptor cuya densidad
disminuye con la edad es el ETA, sin embargo, también podría estar implicado en este
proceso una disminución de la densidad del receptor ETh, puesto que, posteriormente,
se ha demostrado que en algunos vasos sanguíneos este receptor produce también
vasoconstricción (MeMurdo y col., 1993). Nos parece significativo el ‘hecho de que, de
forma análoga a lo que ocurre con los receptores de endotelina en la retina, se hayan
descrito cambios en la densidad de los receptores de algunos neurbmoduladores en
distintas regiones del sistema nervioso, incluyendo a la retina, durante las primeras
etapas tras el nacimiento y también en fases adultas en animales de experimentación.
Por ejemplo, la densidad de los receptores de la sustancia P y del polipéptido intestinal
vasoactivo (VIP) disminuye en la médula espinal de la rata entre los 5 y los 30 días tras
el nacimiento (Kar y col., 1995); en el cerebelo de la rata, la densidad ‘de los receptores
B-adrenérgicos también disminuye durante las dos primeras semanas de vida, y en la
retina de rata se ha descrito una disminución de los receptores de somatostatina en los
primeros días tras el nacimiento (Sasaki y col., 1997). En ratas adultas, existe una
variación con la edad de la densidad de los receptores D
1 de dopamina en varias zonas
del cerebro y en la retina (Oiorgi y col., 1992). Los autores de estos trabajos coinciden
en que las variaciones en la densidad de los receptores de los neuromoduladores con la
edad, podrían estar relacionadas con la plasticidad del tejido nervioso, es decir con la
capacidad del tejido nervioso para formar nuevas conexiones sinápticas, o eliminar otras
innecesarias. Por otra parte, también está por determinar si la disminución en la
densidad de los receptores de endotelina que observamos en nuestro estudio, es debida a
una disminución en el número de células que expresan receptores de endotelina, o bien,
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tiene su origen en una disminución del número de receptores por célúla, en cuyo caso,
podría ser causada por un descenso de la expresión de estos receptores, o por un
incremento en la tasa de su degradación. La posibilidad de que el descenso en la
densidad de receptores de endotelina con la edad sea debido a una disminución en el
número de células de la retina, está apoyada por numerosos trabajos que reflejan que, en
la rata y otros animales de experimentación, la densidad de células de la retina
disminuye con la edad. En la rata se ha caracterizado un descenso del 30% en la
densidad de la capa de núcleos interna y del 50% en la capa de núcleos externa en el
periodo transcurrido entre el primer mes tras el nacimiento y los 36 meses de edad
(Weisse y col., 1990). En el mismo periodo de tiempo, hay un descenso continuado de
la densidad celular en la capa de células ganglionares similar al de la capa de núcleos
interna (Weisse y col., 1990). La capa de conos y bastones de la raja, también se ve
afectada por una pérdida de los fotorreceptores entre los 12 y los 25 meses de edad
(O’Steen y col., 1990). En la retina de conejo, las células gliales, astrocitos y células de
Muller, disminuyen en número tras el nacimiento (Reichenbach y col., 1991). La
desaparición de células en la reúna con la edad es principalmente debida a la apoptosis
de los diversos tipos celulares y se ha relacionado con la pérdida de a~udeza visual tan
característica del envejecimiento (Weale, 1989). Los factores que producen la
activación del programa genético que da lugar a la muerte de estas células es, por el
momento, parcialmente desconocido, sin embargo, puesto que las epdotelinas tienen
una acción mitogénica, y por tanto, actúan regulando el ciclo celul~r, podrían estar
implicadas en estos procesos.
Al comparar los resultados obtenidos en los animales del grupo control con los
del grupo diabético y los del grupo tratado con insulina, se observa que la densidad, la
proporción y la distribución de los receptores de las endotelinas se enguentran alteradas
por efecto de la diabetes inducida con STZ, y que el tratamiento con insulina no
consigue corregir por completo estas alteraciones. Al analizar los resultados de los
experimentos de saturación utilizando 1251-ET- 1 y 1251-ET-3, a los 15 días de la
inducción de la diabetes, se observa que la densidad de receptores totales y de
receptores Efl es significativamente menor en el grupo de ratas diabéticas que en el
grupo control de la misma edad. Sin embargo, la proporción de ambos tipos de
receptores no se ha alterado en el grupo diabético, en comparación con’ el grupo control,
lo que sugiere que la densidad de ambos tipos de receptores disminuye en la misma
proporción. Estos resultados indican que la densidad de receptores de las endotelinas
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disminuye en los primeros días tras la inducción de la diabetes, debido posiblemente a
las alteraciones metabólicas producidas por la diabetes. El mismo efecto se ha detectado
en las membranas de tejido cardiaco de ratas, a los 3 días de la inducción de la diabetes
con STZ, donde se produce una disminución de la densidad de los receptores de 125j..
ET-l (Nayler y col., 1989). En la retina de las ratas diabéticas, este fenómeno podría ser
una respuesta al incremento de la producción de ET-1 que Takagi y~ col. (1996) han
demostrado que existe a los 15 días de la inducción de la diabetes con STZ, puesto que
es conocido que la densidad de receptores de endotelina disminuye al aumentar la
concentración de su ligando (Ramarchandan y col., 1993). El RIA de ET-1 en el plasma
de las ratas que hemos realizado en nuestro estudio, no detecta una diferencia
significativa en la concentración plasmática de ET-l entre los animales diabéticos y
controles a los 15 días de la inducción de la diabetes, lo que parece indicar que la
concentración local de ET- 1 tiene una mayor importancia que su concentración
plasmática, en el control de la densidad de sus propios receptores en la retina. Esta
suposición es consistente con la idea de que las endotelinas actúan en los tejidos de
forma autocrina y paracrina (Lovenberg y col., 1990; Ito y col., 1993). También existe
la posibilidad de que existan otros factores implicados en la regulación de la densidad
de receptores de las endotelinas en la retina neural de rata durante la diabetes. Por otra
parte, a los 45 y a los 90 días tras la inducción de la diabetes, existe un incremento
significativo de la densidad de los receptores totales de ET en las membranas de la
retina de las ratas diabéticas en relación con el grupo control, que se debe
principalmente al aumento en la densidad de los receptores ETB, cowo lo demuestran
los experimentos de saturación. También los experimentos de competición utilizando
los análogos específicos prueban estos cambios en el grupo diabético, puesto que, a los
45 y a los 90 días, usando BQ123 se detecta una disminución significativa de la
proporción de los receptores ETA, mientras que usando 56c se observa un incremento
significativo de los receptores Efl, respecto del grupo controL Nuéstros resultados
difieren parcialmente de los de Chakrabarti y col. (1998), que han detectado un
incremento en la expresión del ARiNm de la ET-1, de la ET-3, y de los receptores ETA
y ETh en la retina completa de ratas diabéticas de la cepa BB/W a los 6 meses del inicio
de la enfermedad, en comparación con ratas controles de la misma edad. Los mismos
autores (Deng y col., 1999) han demostrado recientemente que en la rétina de ratas con
diabetes inducida con STZ se produce un incremento de la expresión del ARiNm del
receptor ETA sin que varíen los niveles del ARNm del receptor ETB, a la vez que se
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produce una disminución del flujo sanguíneo retiniano transcurrido un mes desde la
inducción de la diabetes; sin embargo, a los seis meses del inicio de la patología se
produce un aumento de la expresión del ARNm de los dos tipos de receptores y un
aumento del flujo sanguíneo en la retina. Las diferencias entre nuestros resultados y los
de estos autores pueden ser debidas a que la edad de los animales estudiados es
diferente, a que la metodología utilizada es distinta y, por último, a que estos autores
analizan la retina completa mientras que en nuestros experimentos de unión de
radioligandos eliminamos el tejido vascular de la retina. El incremento de la densidad de
los receptores ETB se ha podido observar también en membranas de células prostáticas
(Saito y col., 1996a) y de los “vasa deferens” (Saito y col., 1996b) de ratas que se
mantuvieron diabéticas 48 días. El incremento de la densidad de receptores ETB en la
retina neural de las ratas diabéticas podría ser una respuesta compénsatoria de este
tejido a las condiciones fisiopatológicas características de la fase de la diabetes en que
se encuentran los animales utilizados, ya que los receptores ETB estimulan la
producción de óxido nítrico (NO) (Yanagisawa y col., 1988a; De Nucci y col., 1988),
un factor que produce vasodilatación de los vasos de la retina (Deussen y col., 1993); de
esta manera, el tejido estaría respondiendo a la disminución del flujo sanguíneo que se
produce en las fases tempranas de la diabetes en la reúna. Al tratarse de una sustancia
difusible, el NO producido por una célula puede actuar sobre otras que se encuentren
próximas, siendo de esta manera como ejerce su función vasorreguladora; así el NO
producido por las células endoteliales difunde hasta las células del músculo liso vascular
provocando su relajación (Kuo y col., 1995). Se ha demostrado que el NO producido
por las células nerviosas regula el flujo sanguíneo en el sistema nervioso central (Kuo y
col., 1995) y en otros tejidos (Vanderwinder y col., 1992; Biliar, 1995). También se ha
podido comprobar que las células gliales actúan como reservorio de L-Arginina (el
sustrato a partir del cual se sintetiza el NO) para las neuronas, a la vez que producen NO
(Aoki y col., 1991). Todos estos datos, en conjunto, indican que tanto el NO liberado
por las células endoteliales como el procedente de las células nerviosas contribuye al
control del tono vascular en el sistema nervioso, regulando por tanto, el flujo sanguíneo.
En relación con la anterior suposición, Roufail y col. (1998) han demostrado que el
número de neuronas de la retina que contienen óxido nítrico sintasa neuronal (nNOS) es
significativamente menor en las ratas diabéticas que en las ratas conttoles de la misma
edad entre 1 y 32 semanas desde la inducción de la diabetes con STZ, sugiriendo que la
desaparición de estas neuronas podría contribuir a las alteraciones que se producen en el
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tejido neural durante la diabetes. A la vista de nuestros resultados, el incremento en la
densidad de los receptores ETB en las membranas de la retina neural podría constituir
una vía para contrarrestar la deficiencia de NO que se produce en la retina diabética.
Sin embargo, también se sabe que una excesiva o una prolongada exposición de las
neuronas al NO, producido por la activación de los receptores neuronales de los
aminoácidos activadores, tiene un efecto tóxico sobre las propias células nerviosas
(Dawson y col., 1991), por lo que se ha sugerido que la excesiva formación de NO
podría ser la causa de la muerte de las neuronas que ocurre en el accidente cerebro-
vascular, que se produce como consecuencia de la isquemia y la anoxia cerebral (Berdt
y col., 1990). De acuerdo con esta idea, se ha comprobado que en situaciones de
isquemia, las células del tejido nervioso aumentan la expresión de la nNOS (Zhang y
coL, 1993) e incrementan la producción de NO (Endoh y coL, 1993). Por otra parte, en
ratones deficientes en el gen de la tiNOS, los daños producidos por la isquemia cerebral
se reducen en comparación con ratones controles (Huang y col., 1994), mientras que en
ratones deficientes para el gen de la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) se
incrementan los daños producidos por la isquemia cerebral (Huang y coL, 1996). Por
este motivo, Kuo y col. (1995) han propuesto que el NO resulta beneficioso en los
primeros instantes tras la isquemia cerebral, al provocar vasodilatación y un aumento
del flujo sanguíneo, sin embargo, resulta una sustancia neurotóxida si las células
nerviosas sufren una exposición prolongada a este factor. Por otra parte, el espacio que
queda en el tejido cerebral por la destrucción de las neuronas es ocupado mediante la
próliferación de células gliales que emigran desde otras áreas y, como han demostrado
Sakurai-Yamashita y coL, (1997) utilizando técnicas de autorradiografía con 1251-ET-1,
en esas células gliales se produce una sobreexpresión de los dos tipos de receptores de
endotelina, y una elevada expresión de la óxido nítrico sintasa (NOS). Los mismos
autores demuestran, mediante técnicas de inmunohistoquimica, que las zonas del tejido
nervioso dañadas por la isquemia presentan elevada~ concentraciones de ET-1-IR, por
lo que en esas regiones podrían producirse elevadas cantidades de NO que podrían
afectar a otras áreas adyacentes. El efecto tóxico del NO sobre las ‘células nerviosas
parece ser debido (Kuo y col., 1995) a que un exceso en su síntesis produce el
agotamiento en las células del NADPH, que es el coenzima que utiliza la NOS, y se ha
señalado que en la diabetes, este efecto se vería acentuado (Wilhiamson y col., 1993),
porque la hiperglucemia incrementa la actividad de la aldosa reductasa que también
consume NADPH. En la retina de rata se ha demostrado por técnicas de
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inmunohistoquimica la presencia de tiNOS (Pérez y coL, 1995, Roufail y col., 1998), y
en la retina de ratón se ha observado que la sobreestimulación de la nNOS, por efecto
del glutamato o cuando la retina es sometida a condiciones de hipoxia por oclusión
arterial, está directamente implicada en la destrucción de las células ganglionares
(Vorwerk y col., 1997). Por tanto, considerando los resultados de todos los trabajos
anteriormente citados y los que nosotros hemos obtenido, podríamos sugerir que, en la
retina de las ratas diabéticas el supuesto aumento de la síntesis de NO, producido por el
incremento de la densidad de receptores Efl podría llegar a ejercen un efecto tóxico
sobre las células nerviosas de la retina, de forma análoga a lo que ocurre en el tejido
cerebral. De acuerdo con esta suposición, se ha descrito un incremento en la frecuencia
de la apoptosis en las células del tejido nervioso de la retina, tanto en la diabetes
experimental en la rata, como en la diabetes mellitus en humanos (Barber y col., 1998).
Este incremento se ha detectado tan sólo un mes después de la inducción de la diabetes
con STZ en la rata y se mantiene durante al menos doce meses, lo q~ie sugiere que la
desaparición acelerada de las células neurales de la retina se produce poco después del
inicio de la diabetes experimental y que la neurodegeneración debe ser considerada un
componente de la retinopatía diabética.
Otra posible explicación para el incremento de receptores Efl en la retina
neural de las ratas diabéticas, que no excluye la expuesta en los párrafos anteriores, es
que el receptor ETB funcione como un receptor de aclaramiento, retirando el exceso de
ET-1 presente en los tejidos de los animales diabéticos, ya que se ha demostrado que
cuando la concentración de ET-l en los tejidos aumenta, el exceso es eliminado por un
mecanismo en el que interviene de forma específica el receptor ETB (Fukuroda y col.,
1994; Brunner y col., 1996).
Los resultados de los experimentos de microautorradiografía nos han permitido
comparar la distribución de los receptores de las endotelinas en la retina de rata entre los
tres grupos de animales. La microautorradiografía no es un método diseñado para
cuantificar los receptores de una hormona presentes en un tejido, sino para mostrar la
presencia o distribución de esos receptores en el tejido. Sin embargo, existen trabajos en
la bibliografía en los que se describen métodos densitométricos que permiten cuantificar
los resultados de estos experimentos y por tanto comparar entre tejidosdistintos (Baskin
y col., 1986; Stone y col., 1996). El análisis densitométrico de los experimentos de
microautorradiografía que nosotros realizamos en este trabajo permite
fundamentalmente demostrar que la distribución de los sitios de unión para las
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endotelinas en la retina de rata es similar en los distintos experimentos, es decir que los
resultados son reproducibles, y también permite comparar, de una forma gráfica, los
resultados obtenidos en la retina de los tres grupos de animales. Lógicamente, el perfil
de densidad óptica varía si la línea sobre la que se ha medido se traslada a lo largo de la
retma, pero al estar este tejido organizado en capas, hemos podido comprobar que esos
cambios son mínimos si la retina no se encuentra alterada por el proceso de preparación
histológica, por lo que si el perfil se hace en una zona en la que la retina mantenga su
estructura, es representativo de todos los puntos en que pueda realizarse.
El análisis de los experimentos de microautorradiografía permite detectar
alteraciones en la distribución de los receptores de endotelina, en las secciones
procedentes de ojos de las ratas diabéticas, en comparación con las del grupo control, a
los 90 días de la inducción de la diabetes. En las secciones del grupo diabético
incubadas en presencia de ‘251-ET-1, la densidad y distribución de los ~ranosde plata es
similar a la descrita en el grupo control, es decir los granos se distribuyen sobre todas
las capas de la retina, apareciendo con una mayor densidad sobre la coroides y las capas
internas de la retina. También, las secciones incubadas en presencia de BQ123 y 56c
muestran una mayor presencia de receptores ETB que de ETA en la retina de las ratas
diabéticas a los 90 días de la inducción de la diabetes con STZ. Sin embargo, en las
secciones del grupo diabético incubadas con 125 I-ET-3 aparece una mayor cantidad de
granos de plata sobre las capas internas de la retina en comparación con el grupo
control, lo que sugiere una mayor cantidad de receptores ETh en dichas capas, en las
ratas diabéticas. Sullivan y col. (1997) también han descrito un incremento de los
receptores ETB en el cuerpo cavernoso de conejo, a los 6 meses de iá inducción de la
diabetes con aloxano, mediante técnicas de microautorradiografía similares a las que
usamos en este trabajo, lo que sugiere que durante la diabetes se producen factores que
provocan una sobreexpresión de este receptor en varios tejidos. Estos resultados son
coherentes con los obtenidos en los experimentos de saturación, en los que,
previamente, hemos señalado un incremento de la densidad de los receptores ETB en las
membranas de la retina neural de las ratas diabéticas, respecto de las controles.
El tratamiento con insulina revierte parcialmente el efecto de la diabetes, ya que,
a diferencia de lo que ocurre en las ratas diabéticas, en las ratas tratadas con insulina, a
los 15 días de la inducción de la diabetes, la densidad de receptores de 1251-ET- 1 es
parecida a la del grupo control, y además, entre los 15 y los 90 días tras la inducción de
la diabetes, la densidad de receptores de 151-ET-3 disminuye con el tiempo de forma
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paralela a como lo hace en el grupo control; sin embargo, no se observa una
disminución en la densidad de receptores para ‘~I-ET-1, entre los 15y los 90 días tras
el tratamiento con STZ, como ocurre en el grupo control. La disminución de la densidad
de receptores ETh en las ratas tratadas con insulina, a la vez que se mantiene más o
menos constante la densidad de receptores totales implica un aumento de los receptores
ETA en este grupo de animales en comparación con el grupo: control. En los
experimentos de competición con los análogos específicos, aunque existe una mayor
proporción de receptores ETA en el grupo tratado con insulina que en’ el grupo control,
no se detectan diferencias significativas entre la proporción de receptores ETA y ETB.
De acuerdo con los resultados de los experimentos de unión de iiadioligandos, los
experimentos de microautorradiografía muestran, en las secciones del grupo de ratas
tratadas con insulina, y a diferencia de lo que ocurre en las secciones de las ratas
controles, una mayor densidad de receptores ETA que de ETB, y que los receptores
ETA predominan sobre la capa de células ganglionares y sobre la capa de conos y
bastones.
El incremento de los receptores ETA en la retina de las ratas tratadas con
insulina, que muestran los experimentos de unión de radioligandos y de
microautorradiografía, podría ser producido directamente por la insulina exógena, ya
que esta hormona aumenta la expresión del ARNm del receptor ETA en diversos tipos
de células tanto iii vivo como itt vitro (Frank y col., 1993). Por otra parte, esta alteración
podría ser debida a procesos metabólicos desencadenados como consecuencia de la
administración de la insulina, puesto que no está suficientemente claró si la insulina es
capaz, o no, de atravesar la barrera hematorretiniana. Existen evidencias de que la
insulina es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica mediante un mecanismo de
transporte mediado por su receptor (Pardridge y col., 1985), sin embargo, no se ha
podido demostrar que este mecanismo exista en la barrera hematorretiniana (James y
col., 1983). Es interesante resaltar que estudios electrofisiológicos han permitido
detectar una alteración del potencial eléctrico de las neuronas retinianas in vivo
producida por la administración subcutánea de insulina, que sugieren la entrada de esta
hormona en la retina desde la sangre (Lansel y col., 1997). El incremento de los
receptores ETA en las membranas de las células de la retina neural que se produce en el
grupo de ratas tratadas con insulina, podría provocar un aumento de la actividad
mitótica de las células de este tejido, puesto que este receptor es el encargado de
estimular la mitogénesis en una gran cantidad de células, incluidas las células gliales
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(Battistini y col., 1993). En este sentido, es interesante señalar que el incremento en la
frecuencia de apoptosis en las células del tejido nervioso de la retina de rata, al mes del
inicio de la diabetes experimental, es corregido mediante el tratamiento con insulina
(Barber y col., 1998), efecto en el que podría estar implicado el incremento en la
densidad de receptores ETA. Por otra parte, se ha comprobado recientemente que las
ETs inhiben la apoptosis en fibroblastos en cultivo mediante un mecanismo mediado
por el receptor ETA y la activación de c-myc (Shichii y col., 1998).
Robison y col. (1998) han demostrado que, como consecuencia de la diabetes, se
producen alteraciones tempranas en la retina que no pueden ser corregidas con el
posterior tratamiento de esta patología con insulina, y que terminan por originar las
alteraciones vasculares características de las fases posteriores de la retinopatía diabética
si la enfermedad perdura lo suficiente. Aunque se desconocen los cambios o los factores
que median en este proceso, el incremento de los receptores ETA que detectamos en la
retina neural de las ratas tratadas con insulina, podría tener una implicación importante
en la progresión de la enfermedad y la insuficiente eficacia del tratamiento. La
importancia del receptor ETA en el desarrollo de las complicaciones asociadas a la
diabetes ha sido puesta de manifiesto por Nakamura y col. (1996) que, en el riñón de
ratas diabéticas, han detectado una sobreexpresión de los genes c-fos, c-myc, y c-jun,
que están relacionados con la proliferación celular, y que el tratamiento con un
antagonista especifico de los receptores ETA, hace que dichos genes se expresen en
niveles normales. Por otra parte Ohira y col. (1990), han mostrado que extractos de
reúna de ratas adultas poseen factores solubles que producen la proliferación itt vitro de
distintos tipos de células, como astrocitos, fibroblastos o células endoteiales, sin
embargo los extractos procedentes de retinas isquémicas, en las que se observa un
incremento de la proliferación celular itt vivo, no presentan una mayor actividad
mitótica sobre los cultivos celulares, lo que lleva a estos autores a concluir que las
causas de la proliferación celular en la reúna isquémica no reside solamente en la
liberación de factores de crecimiento, sino en otras características del tejido como
pueden ser la activación/incremento de la expresión de receptores o la disminución de la
presencia de inhibidores de la proliferacién celular.
Es importante señalar que, en general, los resultados que hemos obtenido en los
experimentos de microautorradiografía son coherentes con los de saturación y
competición, pues en ambos se muestra un incremento de los receptores Efl en la
retina de las ratas diabéticas y una mayor presencia de receptores ETA en la de las ratas
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tratadas con insulina, en comparación con el grupo control, a pesar de que en los
experimentos de microautorradiografía está presente el tejido vascular, que, sm
embargo, se elimina durante la preparación de las membranas. La alteración de la
densidad y la distribución de los receptores en la retina de las ratas diabéticas indica que
estos péptidos podrían estar implicados en el desarrollo de las alteraciones que en este
tejido se producen durante esta patología. También es significativo el hecho de que el
tratamiento con insulina no revierta totalmente las alteraciones que se producen en el
sistema de las endotelinas en la retina de rata, indicando, tal vez, que posiblemente estas
lesiones se producen muy rápidamente tras la elevación de los niveles de glucosa en
sangre, antes de que comience el tratamiento con insulina, y que dan lugar a un proceso
irreversible. Existe la posibilidad de que las alteraciones que se observan en el grupo
tratado, sean debidas a episodios esporádicos de hiperglucemia que se producen debido
a pequeñas alteraciones en la administración de la insulina, y que generan unas
condiciones tóxicas en la retina que con el tiempo dan lugar a los procesos patológicos
que podemos observar incluso en pacientes humanos “correctamente” tratados con
insulina. Es posible que el incremento de los receptores ETA que detectamos en la
retina del grupo de ratas diabéticas tratadas con insulina sea un importante factor en la
patogénesis de la microangiopatía retiniana característica de las fases avanzadas de la
diabetes.
Las alteraciones que se observan en la distribución de los receptores de
endotelina en la retina de los animales diabéticos y tratados con insulina, no son debidas
a cambios en la vascularización de la retina puesto que como demuestran los
experimentos de inmunohistoquimica no existen diferencias apreciables en la
distribución del antígeno relacionado con el factor VIII de coagulación, entre la retina
de estos animales y la de los controles. La ausencia de neovascularización en la retina
de ratas diabéticas tratadas con STZ ya ha sido señalada por otros autores (Engerman y
col., 1982; Hammes y col., 1998), que la achacan a que estos animales no viven el
tiempo suficiente para que tenga lugar este proceso.
Los experimentos de unión covalente de afmidad (cross-linking) con 125 I-ET-1 y
con 125 J-ET-3 revelan la existencia de dos bandas con una masa mofrcular aparente de
52 y 34 KDa en las membranas de los tres grupos de animales a los 90 días del
tratamiento con STZ. Estos resultados son muy similares a los obtenidos por nuestro
grupo en la retina de ratas normales (De Juan y col., 1993; 1995) y por otros autores en
diferentes tejidos nerviosos (Ambar y col., 1990; Schvartz y coL, 1990; 1991). Schvartz
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y col. (1990) han demostrado, usando proteasas en el medio de incubación en este tipo
de experimentos, que en membranas de cerebelo bovino el polipéptido de 34 KDa es
una degradación proteolítica del de 52 KDa. Por otra parte, Kozuka y col. (1991) han
purificado y secuenciado parcialmente la banda de menor peso molecular observando
que guarda una gran similitud en su secuencia con el receptor donado por Sakurai y col.
(1990). Estos resultados, unidos al hecho de que el peso molecular qué corresponde a la
banda es similar al peso molecular predicho para los receptores de endotelinas donados
por Arai y col. (1990) y Sakurai y col. (1990), permiten suponer quej el polipéptido de
52 K.Da debe ser la mezcla de los dos tipos de receptores de las endotélinas presentes en
la retina de rata. La aparición del mismo patrón de bandas en los tres grupos de
animales indica que en ambos se encuentran presentes el mismo tipo de polipéptidos
encargados de la unión a las endote]inas. La unión covalente de afmidad no es un
método cuantitativo, ya que sólo el 10% de los receptores presentes en:un tejido se unen
covalentemente a la hormona yodada en un determinado experimento; y ese porcentaje
puede variar incluso dentro de un mismo experimento (Zetterstrom y col., 1992), por lo
que no es adecuada la comparación de los resultados obtenidos entre los tres grupos de
animales ni entre las dos hormonas yodadas utilizadas.
Las concentraciones plasmáticas de ET- 1 valoradas por radioinmunoanálisis a
los 90 días del tratamiento con STZ, demuestran que las ratas diabéticas tienen una
concentración significativamente mayor que las del grupo control y el gmpo tratado con
insulina. No existe un acuerdo sobre si los niveles plasmáticos de Et- 1 se encuentran
elevados durante la DM, puesto que mientras algunos autores han descrito una
elevación de la ET-1-IR en el plasma de ratas diabéticas a los tres mesés del tratamiento
con STZ (Takeda y col., 1991), en otros trabajos no se observa’ este incremento
(Takahashi y coL, 1991b). Es posible, que estas discrepancias sean debidas al diferente
estado metabólico de los animales objeto de estudio, ya que existe una compleja
interrelación entre el sistema de las endotelinas, la insulina y la concentración
plasmática de glucosa; estudios in vdro han puesto de manifiesto que, por una parte, la
insulina activa la síntesis y liberación de ET-1 desde las células endoteliales (Hattori y
col., 1991; Oliver y col., 1991), y que, por otra parte, el efecto de la glucosa depende de
su concentración, ya que mientras que elevadas concentraciones de glucosa inhiben la
liberación de ET- 1 (Hattori y col., 1991), a concentraciones ligeramente inferiores la
glucosa incrementa la producción de ET- 1 desde las células endoteliales (Yamanuchi y
col., 1990). También, estudios iii vivo dan prueba de esta complejidad, pues en ratas
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diabéticas tratadas con STZ la expresión del gen de la ET-1 en el riñón, se encuentra
reducida y el tratamiento con insulina revierte este proceso (Shin y cM., 1995), aunque
los niveles plasmáticos de ET- 1 son similares en ambos grupos. Por otra parte, la
producción basal de ET- 1 desde arterias mesentéricas aisladas de ratas diabéticas es
superior a la que se produce en las arterias aisladas de ratas normales (Takeda y coL,
1991), lo que indica que distintos tejidos parecen responder de manera diferente a las
condiciones metabólicas de la diabetes. De acuerdo con los datos del
radioinmunoanálisis, los resultados de los experimentos de inmunohistoquimica
utilizando el antisuero de conejo anti-ET- 1, demuestran que en la retina de las ratas
diabéticas existe una mayor cantidad de ET-l-IR que en la de las ratas controles a los 90
días de la inducción de la diabetes, especialmente en las capas más internas de la retina
y en la capa de fotorreceptores. Estos resultados son similares a los presentados por
Chakrabarti y col. (1997), que también muestran un incremento de la presencia de ET-
1-IR en todas las capas de la retina de ratas BB/W de 8 meses con diabetes espontánea.
El incremento de la presencia de ET-l-IR en la retina podría deberse a un aumento de la
cantidad de ET- 1 que se incorpora a la retina procedente de la sangre aunque también
podría ser debida a un incremento de la producción de ET- 1 por las células de la retina.
Este incremento de la ET-1-IR indica claramente, junto con los cambios en la densidad
de sus receptores, que el sistema de las endotelinas está profundameúte alterado en la
retina diabética. La ET-1-IR en el plasma del grupo de ratas tratadas con insulina a los
90 días de la inducción de la diabetes con STZ no es significativamente diferente de la
del grupo control. Sin embargo, la distribución de ET-1-IR en la retina del grupo de
ratas tratadas con insulina, obtenida mediante los experimentos de inmunohistoquimica,
no coincide con la que se observa en el grupo controL En el grupo de fatas tratadas con
insulina aparece una mayor inmunorreactividad en la capa de conos y bastones y en la
capa plexiforme interna que en el grupo control, esta diferencia implica una alteración
en la producción de ET-l en la reúna de las ratas tratadas con insulina, que también
señala que el tratamiento con insulina no corrige totalmente las alteraciones provocadas
por la diabetes en la retina.
Es conocido que los receptores de endotelinas presentes en los vasos retinianos
están implicados en la regulación del flujo sanguíneo de este tejido en la rata y otros
animales de experimentación (Takei y col., 1993; Meyer y coL, 1993; Burseil y col.,
1995). También se ha podido demostrar que la ET-l, actuando sobre sus receptores
ETA, es responsable del mantenimiento del tono vascular de los vasos de la retina de
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rata bajo condiciones fisiológicas normales, y que puede ser la responsable de las
alteraciones que se producen en la circulación retiniana en las primeras fases de la
diabetes (Burseil y col., 1995; Takagi y col., 1996). En este sentido, se ha podido
comprobar que el flujo sanguíneo en la retinase ve alterado durante la diabetes y que las
endotelinas juegan una importante función en este proceso, puesto que la inyección
intravitreal de ET- 1 provoca una disminución del flujo retiniano similar al que se
observa en la retina de ratas diabéticas tratadas con STZ (Burseil y col., 1995). Por otra
parte, se ha demostrado que el tratamiento de ratas diabéticas con insulina normaliza el
flujo sanguíneo en la retina (Clermont y col., 1994). También existen estudios que
demuestran que el flujo sanguíneo se ve incrementado en la retina de la rata en fases
más avanzadas de la diabetes (Cringle y col., 1993).
Resulta interesante señalar que la hiperglucemia produce una activación de la
PKC, debido principalmente a la síntesis de novo de DAG a partir de metabolitos
procedentes de la glucolisis, y que la PKC media en muchas de las alteraciones que se
producen como consecuencia de la diabetes, como los cambios en el grosor de la
membrana basal de los vasos, alteraciones de la permeabilidad vascular, y variaciones
en el flujo sanguíneo (ver Koya y col., (1998) para revisión). En lo referido a la reúna
diabética, la activación de la PKC produce una disminución del flujo sanguíneo (Ishii y
col., 1996) en la retina de ratas diabéticas. Un mecanismo potencial, por el cual la
activación de la PKC provoca vasoconstricción en la retina es mediante el incremento
de la expresión del ARNm de la ET-l puesto que Takagi y col. (1996) han demostrado
que sus niveles en la retina se incrementan durante la diabetes, a la vez que han
comprobado que el flujo sanguíneo en la retina en estas ratas se incrementa por la
inyección intravitreal de BQ123, que antagoniza los receptores ETA, y con el
tratamiento con fosforamidón, que es un inhibidor de la ECE-1.
Sin embargo la función de los receptores de endotel.inas presentes en la retina
neural de la rata, al igual que ocurre con los receptores de estos péptidos presentes en
otros tejidos nerviosos, es hasta el momento parcialmente desconocido, aunque sin duda
juegan una importante función en la fisiología y la patofisiología de este tejido. Desde
un punto de vista funcional, las células de la retina neural podrían regular el flujo
sanguíneo en este tejido, puesto que existe una densa red de fibras nerviosas que rodean
a los vasos sanguíneos de la reúna, y de forma análoga a la propuesta por Lou y col.
(1987) para la regulación del flujo sanguíneo en la corteza cerebral, esias fibras podrían
segregar neurotransmisores o neuropéptidos implicados en la regulación del tono
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vascular de los microvasos retinianos. Las endotelinas, actuando sobre sus receptores,
podrían estar implicadas en la regulación del funcionamiento de estas fibras nerviosas
que a su vez se encargan de regular el flujo sanguíneo, ya que se ha señalado que las
endotelinas ejercen una función como neuromoduladores (Doherty , 1992). De esta
manera, es interesante considerar la idea de que el sistema de las endotelinas pueda
controlar el flujo sanguíneo por una doble vía: por una parte las endotelinas actuarían
directamente sobre los vasos sanguíneos produciendo vasoconstricción al actuar sobre
los receptores ETA presentes en las células musculares lisas vasculares y vasodilatación
al actuar sobre los receptores ETB presentes en las células endoteliale~, y por otra parte
actuarían sobre las células nerviosas estimulando la producción de NO y otros factores
vasoactivos. Así se conseguiría un estrecho control del flujo sanguined y una regulación
del aporte de oxígeno y nutrientes a las células. Lógicamente, la altetación del sistema
de las endotelinas que, tanto en el componente vascular como en el cómponente neural
de la retina, se produce durante la diabetes experimental debe tener importantes
consecuencias en la autorregulación del flujo sanguíneo retiniano, y puede ser uno de
los factores implicados en el desarrollo de las alteraciones vasculares y neurales que se
producen en la retina como consecuencia de esta patología.
También es interesante considerar la posibilidad, de que la alteración del sistema
de las endotelinas en la retina neural de rata que reflejamos en este trabajo, forme parte
de un proceso más amplio en el que se encuentren implicados otros factores de
crecimiento y péptidos activos que pueden intervenir en los acontecimientos
característicos de la retinopatía diabética. En especial, es interesante señalar la íntima
relación que parece existir entre las endotelinas y la familia del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VE(IF), un grupo de péptidos que están directamente implicados en
los procesos de angiogénesis en la retina (Aiello y coL, 1994; Dvorak y col., 1995).
Pedram y col. (1997) han demostrado, que tanto la ET-1 como la ET-3, actuando sobre
sus receptores, estimulan la producción de VEGE por las células musculares de los
vasos sanguíneos humanos en cultivo; por otra parte el VEGF, activa la expresión de la
enzima convertidora de endotelina (ECE- 1) en las células endoteliales bovinas en
cultivo (Matsuura y col., 1997) provocando un incremento de la presencia de
endote]inas en el medio. Si estos procesos tuvieran también lugar en la retina, el
incremento de la concentración de endotelinas, podría dar lugar a un sistema de
retroalimentación positiva, que incrementaría los niveles de endotelina y VEGF
provocando por si sólo la formación de nuevos vasos.
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En resumen, las endotelinas están presentes en la retina de rata, tejido en el que
deben cumplir una función fisiológica mediante la interacción con sus dos tipos de
receptores. Por otra parte, el sistema de las endotelinas se encuentra alterado en la retina
a consecuencia de la diabetes inducida con STZ en la rata, puesto que la densidad y la
distribución de los receptores ETA y ETB cambia al inducirse esta pátología, a la vez
que se incrementa la presencia de ET-1-IR en el plasma y en la tetina de las ratas
diabéticas. Y, por último, el tratamiento con insulina no corrige por completo dichas
alteraciones, ya que la densidad y la distribución de las receptores de estos péptidos en
la retina de ratas diabéticas tratadas con insulina presenta sensibles diferencias en
relación con el de las ratas controles. En consecuencia, las endotelinas al interaccionar
con sus receptores deben intervenir en muchos de los procesos que tienen lugar durante
el desarrollo de la retinopatía diabética, ya que: a) debido a su efecto
vasodilatador/vasoconstrictor están implicadas en las alteraciones del flujo sanguíneo
que tienen lugar en la retina, b) puesto que son capaces de modificar la permeabilidad
de los vasos sanguíneos, podrían alterar las propiedades de la barrera hematorretiniana,
provocando la entrada en la retina de factores que están ausentes, o en distintas
concentraciones, en condiciones normales, c) debido a su función como
neuromoduladores (es posible, que incluso como neurotransmisores), regulando la
fisiología neuronal en la retina, podrían ser responsables de algunas dé las alteraciones
fisiopatológicas en los procesos de la visión, d) en cuarto y último lugar, al tener un
efecto comitogénico sobre diversos tipos de células, podrían perturbar el ciclo celular de
las células de la tetina, provocando la muerte de algunas células, como los pericitos y
las neuronas, y la proliferación de otras, como las células gliales y endoteliales.
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6 CONCLUSIONES
1- Las endotelinas presentan dos tipos de sitios de unión en la retina neural de rata que
coinciden en sus características con los previamente descritos en la bibliografía como
ETA yETB.
2- La densidad de los sitios de unión para ‘251-ET-1 en las membranas de la retina
neural de las ratas del grupo control disminuye con la edad, entre los 15 y los 90 días
transcurridos desde el comienzo del experimento. Este hecho no se observa en el
grupo de ratas diabéticas ni en el grupo de ratas tratadas con insulina.
3- En las membranas de retina de las ratas del grupo control y del grupo de ratas
125diabéticas tratadas con insulina disminuye la densidad de los sitios de unión para 1-
ET-3, mientras que en las ratas diabéticas no tratadas este parámetro aumenta entre
los 15 y los 90 días transcurridos desde el comienzo del experimento.
4- En las membranas de retina neural del grupo de ratas control y en las del grupo de
ratas tratadas con insulina aumenta la proporción de receptores ETA, mientras que en
el grupo de ratas diabéticas no tratadas aumenta la proporción de receptores ETB
entre los 15 y los 90 días transcurridos desde el comienzo del experimento.
5- Los dos tipos de receptores de las endotelinas se expresan en todas las capas de la
reúna en los tres grupos de ratas.
6- A los 90 días de la inducción de la diabetes con STZ, existe una mayor cantidad de
receptores ETB en las capas más internas de la reúna de las ratas diabéticas que en
las de las ratas controles. El tratamiento diario con insulina provoca un incremento
de la cantidad de receptores ETA en las capas más internas de la retina.
7- Los polipéptidos a los que se unen la ‘251-ET-1 y la ‘251-ET-3 en las’ membranas de la
retina neural de los tres grupos de ratas, a los 90 días de la inducción de la diabetes
con STZ, presentan un parecido peso molecular.
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8- En las capas internas de la retina y en la capa de conos y bastones de las secciones de
retina de las ratas diabéticas se detecta una mayor cantidad de ET- 1 inmunorreactiva
que en las mismas capas de la retina de las ratas del grupo control. En las secciones
del grupo de ratas diabéticas tratadas con insulina la inmunorreactividad en dichas
capas es mayor que en el grupo control pero menor que el grupo de ratas diabéticas.
9- La concentración de ET- 1 inmunorreactiva en el plasma de las ratas diabéticas es
significativamente mayor que el detectado en las ratas del grupo control y del grupo
tratado con insulina a los 90 días de la inducción de la diabetes.
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aa
ÁGil
Big-ET-1
Bmax
BSA
CCG
CCB
CNE
CNI
CO
DAB
DAG
DM
DM50
DSS
E
ECE
EGF
ET-1, -2, -3
ETA
ETB
FGF
GC
GD
GT
1P3
IR
Kd
MMPI
NO
NOS
PAGE
PAF
PAN
PDGF
PGI2
PGE2
Pb
PKC
PLA
PLC
PLD
PLL
PMSF
mA
Sóc
SDS
SEM
aminoácido
Angiotensina II
Proendotelina- 1
Densidad de receptores
Albúmina de suero bovino
Capa de células ganglionares
Capa de conos y bastones
Capa de núcleos externa
Capa de núcleos interna
Coroides
3,3’ diaminobencidina
Diacilglicerol
Diabetes Mellitus
Dimetil sulfóxido
Disuccinimidil suberato
Esclerótica
Enzima convertidora de endotelina
Factor de crecimiento epidérmico
Endotelina-l, -2, -3
Receptor de endoteIina tipo A
Receptor de endotelina tipo E
Factor de crecimiento de fibroblastos
Grupo de ratas controles
Grupo de ratas diabéticas
Grupo de ratas diabéticas tratadas con insulina
Inositoltrisfosfato
Inmunorreactivo
Constante de disociación
Metaloendopeptidasa de membrana 1
Óxido nítrico
Óxido nítrico sintasa
Electroforesis en gel de poliacrilamida
Factor activante de plaquetas
Péptido Atrial Natriurético
Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Prostaciclina
Prostaglandina E2
Presión intraocular
Proteína kinasa C
Fosfolipasa A
Fosfolipasa C
Fosfolipasa D
Poli-L-Lisina
Fenilmetilsulfonilfluomro
Radioinmunoanálisis
Sarafotoxina 6 c
Sodio dodecilsulfato
Error estandar de la Media
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STZ Streptozotocina
TGFB Factorde crecimiento transformante 13
TNFa Factor de necrosis tumoral a
TXA2 Tromboxano A2
VEGF Factor de crecimiento del endoteio vascular
140
ÍNDICE
9. ÍNDICE
141
ÍNDICE
9. ÍNDICE
Pá2inas
DEDICATORIA 1
AGRADECIMIENTOS II
1. INTRODUCCION 1
1.1. Lafamiliadelasendotelinas 3
1.1.1 Estructura de las endotelinas.
1.1.2 Estructura, expresión y regulación de los genes de
las endotelixias.
1.1.3 Biosíntesis de las endotelinas.
1.1.4 Presencia de las endotelinas en los fluidos corporales.
1.2. Receptores de membrana de las endotelinas 8
1.2.1 Caracterización de los receptores de las endotelixias.
Agonistas y antogonistas específicos.
1.2.2 Clonación de los ADNc de los receptores de las
endotelinas.
1.2.3 Estructura de los receptores de endotelina.
1.2.4 Estructura de los genes de los receptores de
endotelina y regulación de su expresión.
1.2.5 Aislamiento y purificación de los receptores de
endotelina.
1.2.6 Mecanismos de transducción de la señal.
1.3. Efectos fisiológicos de las endotelinas 15
1.3.1 Sistema vascular.
1.3.2 Sistema nervioso.
1.3.3 Otros órganos y sistemas.
1.4. Endotelinas y ojo 19
1.4.1 Estructura general del ojo.
1.4.2 Síntesis y localización de las endotelinas en el ojo.
1.4.3 Localización de los receptores de las endotelinas en
el ojo.
1.4.4 Actividad de las endote]inas en el ojo.
1.5. Las endotelinas y la diabetes 23
1.6. Las endotelinas y la retinopatía diabética 25
1.6.1 Estructura de la retina y retinopatía diabética.
1.6.2 Lesiones vasculares en la retinopatía diabética.
142
ÍNDICE
1.6.3 Alteración de la barrera hematorretiniaxia.
1.6.4 Factores de crecimiento implicados en la
retinopatía diabética.
1.6.5 Implicación de las endotelinas en la retinopatía diabética.
2. OBJETIVOS 36
3. MATERIALES Y MÉTODOS 38
3.1. Aparatos y reactivos 39
3.1.1 Aparatos.
3.1.2 Reactivos.
3.2. Animales 41
3.2.1 Condiciones generales.
3.2.2. Pautas de tratamiento.
3.2.2.1 Administración de la streptozotocina.
3.2.2.2 Administración de la insulina.
3.2.3 Estudio evolutivo.
3.2.4. Obtención y preparación de muestras.
3.2.4.1 Sacrificio de los animales
3.2.4.2 Plasmas.
3.2.4.3 Disección de las retinas.
3.2.4.4 Preparación de las membranas celulares de retina.
3.2.4.5 Congelación de los ojos para la realización de las
secciones con el criostato.
3.2.4.6. Realización de las secciones con el criostato.
3.2.4.6.lPreparación de portaobjetos con poll-L-lisina.
3.2.4.6.2 Realización de las secciones con el criostato.
3.3 Diseño experimental 46
3.4. Métodos analíticos 48
3.4.1 Cuantificación de la msulina nimunorreactiva en el
plasma.
3.4.2. Análisis inmunohistoquimico.
3.4.2.1 Fijación e incubación de las secciones para estudiar
la presencia del antígeno relacionado con el factor
VIII de coagulación.
3.4.2.2 Fijación e incubación de las secciones para estudiar
la presencia y distribución de la ET-1-IR.
3.4.2.3 Revelado de las secciones.
3.4.3. Ensayos de unión de la endotelina a sus receptores en
las membranas de reúna.
3.4.3.1 Ensayos de saturación.
143
INDICE
3.4.3.2 Ensayos de competición para calcular el porcentaje
de receptores tipo A (ETA) y tipo B (ETh).
3.4.4 Experimentos de unión covalente de afinidad (cross-
linking) de ‘251-ET-l y ‘251-ET-3 a las membranas de
retina.
3.4.4.1 Incubación de las membranas
3.4.4.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida.
3.4.5. Microautorradlogra~.
3.4.5.1 Incubación de las secciones de los ojos.
3.4.5.2 Fijación de las secciones.
3.4.5.3 Inmersión de los cortes histológicos en emulsión fotográfica.’
3.4.5.4 Análisis de los resultados de mlcroautorradiogra~.
3.4.6. Cuantificación de la ET-l inmunorreactiva en plasma.
3.4.6.1 Extracción de la ET-1 inmunorreactiva.
3.4.6.2 Radiofimunoanálisis de ET-l.
3.5 Análisis de los datos 59
4 RESULTADOS 60
4.1. Parámetros bioquímicos y metabólicos 61
4.1.1 Peso corporal.
4.1.2 Glucemia.
4.1.3 Insulina fimunorreactiva.
4.2. Análisis inmunohistoqufrnico de las secciones de ojo
y del precipitado de membranas 64
4.2.1. Análisis de las secciones de ojo.
4.2.1.1 Distribución del antígeno relacionado con el
factor VIII de coagulación.
4.2.1.2 Distribución de la ET-1-IR.
4.2.2 Análisis de las secciones de los precipitados
de las membranas de retinas.
4.3. Ensayos de unión de la endotelina a sus receptores
en las membranas de retina 66
4.3.1 Ensayos de saturación.
4.3.2 Ensayos de competición para calcular el porcentaje de
receptores tipo A (ETA) y tipo B (ETB) de
endotelina.
4.4 Experimentos de unión covalente de afinidad (cross-linking)
de ‘251-ET-1 y 1251-ET-3 a las membranas de retina 75
4.5. Microautorradiogra~ 77
144
ÍNDICE
4.5.1 Secciones incubadas con ‘251-ET-1.
4.5.2 Secciones incubadas con ‘251-ET-3.
4.6 Medida de la ET-1-IR en plasma 81
5 DISCUSIÓN 83
6 CONCLUSIONES 104
7 BIiBLIOGRAFIA 107
8 ABREVIATURAS 138
9 ÍNDICE 141
145 £IBL;orEcA
